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WALTER ANKER

Wirkung von Sulfonamiden
und Antisulfonamiden auf das Wachstum von
Pisumwurzeln in steriler Organkultur

EINLEITUNG

Wenn man die auf verschiedenen Gebieten durch die wissenschaft-
liche Forschung erzielten Ergebnisse der letzten Jahrzehnte betrachtet,
so gehort sicher das Gebiet der Wirkstoffe zu denjenigen, die ganz be-
deutende Fortschritte erfuhren.

Stand im Anfang die Konstitutionsaufklirung neu entdeckter Vita-
mine im Vordergrund der Forschung, so versuchte man bald die Wirk-
stoffphysiologie und ganz besonders den Wirkungsmechanismus der
Vitamine zu ergriinden. Es zeigte sich nach den Untersuchungen und
Egebnissen von Schopfer [1], Lwoff [2], Schopfer [3, 4],
Knight [5], Moller [6],Snell,Strongund Peterson [7],
Schopfer [8], daB nicht nur das Tier auf eine exogene Zufuhr von
Vitaminen angewiesen ist, sondern dal auch Mikroorganismen wie
Pilze und Bakterien die Synthesefahigkeit verlieren konnen und somit
auf eine Vitaminzufuhr angewiesen sind. Durch die Kenntnis der Kon-
stitution der Wachstumsfaktoren war es moglich, ihre Wirkungsspezi-
fitat zu priifen, und da zeigte es sich, dafl die Wirkung stark mit der
spezifischen Struktur zusammenhingt, und daB schon kleine Verin-
derungen im Molekiil die biologische Aktivitat herabsetzen oder aus-
l6schen (Knightund Mc Ilwain [9], Landy [10], Snell und
Strong [11], Moller [12],Schultz [13,14], Schopfer [15],
Schopfer Posternak und Mlle Guilloud [16]). Eine solche
Verianderung am Molekiil, zum Beispiel ein Ersatz einer chemischen
Gruppe durch eine andere, kann die Aktivitit des Wuchsstoffes nicht
nur ausléschen, sondern diese neue Substanz kann sogar hemmend, also
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antagonistisch wirken und die Bedeutung eines Antivitamins besitzen
(BrownundduVigneaud[17],Schopfer[18],Wolley[19],
Schopfer und Grob [20]).

Die Entdeckung der Vitamin-Antivitaminverhiltnisse bei den Sulfon-
amiden erfolgte nun interessanterweise nicht auf dem oben beschrie-
benen Weg, sondern ging zuerst von der Forschung neuer chemothera-
peutischer Substanzen aus. Nach der Einfiihrung des Prontosil gegen
bakterielle Infektionen durch Doma gk [21], zeigten Trefouel und
seine Mitarbeiter [22, 23], daB3 p-Aminophenylsulfonamid die wirksame
Substanz in vitro und in vivo war. Die Versuche von Fourne au und
Mitarbeiter [24] ergaben, dafl p-Aminophenylsulfonamid nicht wie ein
letal wirkendes Antisepticum (bacterizid), sondern die Entwicklung
hemmend, also bakteriostatisch wirkt. Man schloB daraus, daB die
Sulfonamide irgendwie in der Ernidhrung der Mikroorganismen ein-
greifen und so die Bakteriostase verursachen (Lockwood [25],
McIntosh und Whitbhy [26]).

Als erkannt wurde, daB3 die Sulfonamide nur dann in vitro gegen
die Mikroorganismen wirksam waren, wenn kleine Mengen injiziert
wurden oder wenn das Milieu kein Pepton enthielt, tauchte die Ueber-
legung auf, dafl im Pepton oder in der groBeren Impfmenge eine Sub-
stanz sei, die den Sulfonamiden entgegenwirke. Die Bestitigung dieser
Ansicht wurde 1939 von Stamp [27] geliefert, der zeigte, dafl durch
Zugabe von abgetéteten Bakterien die Sulfonamidhemmung aufgehoben
wird. Es gelang ihm die wirksame Substanz zu extrahieren, und er be-
trachtet sie als eine zusammengesetzte Aminosdure. Auch Gre en [28]
berichtet, da8 organische Produkte die Sulfonamidwirkung neutrali-
sieren. Woods und Fildes [29] und Woods [30] fanden den
gleichen Effekt mit Hefeextrakten und zeigten daf3 die verantwortliche
Substanz mit p-Aminobenzoesdure identisch ist. Die Untersuchungen
tiber die antagonistische Wirkung der p-Aminobenzoesiure (PAB)
durch Lwoff , Nitti, Mme Trefouel und Mlle Hamon [31],
sowie die Isolierung der PAB aus der Hefe durch Kuhn und
Schwarz [32] bestatigten sehr schon die bisherigen Ergebnisse.

Die Aehnlichkeit der chemischen Struktur von p-Aminobenzoesiure
und dem Grundkorper der Sulfonamide, der p-Aminobenzolsulfosiure,
sowie der Tatsachen der Proportionalitit (Fildes [33]) fiihrte zu
der Verdringungshypothese von Woods. Auf Grund der Struktur-
dhnlichkeit verdriangt das Solfonamid die PAB, die ein lebensnotwen-
diges Vitamin ist und wahrscheinlich als Coenzym ecines enzymatischen
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Systems aufzufassen ist. Durch die Verdrangung wird also die spezi-
fische physiologische Funktion der PAB blockiert. Die Tatsache, daf}
o- und m-Aminobenzolsulfosiure unwirksam sind, also Strukturspezi-
fitat herrscht, sowie das Auffinden von Mikroorganismen wie Strepto-
coccus plantarum (Moeller [34]) und Clostridium acetobutylicum
(Rubbo und Gillespie [35]), die PAB als Wachstumsfaktor be-
notigen, bestitigte die Voraussetzungen der Verdringungstheorie.

In weiteren Untersuchungen wurden neben der PAB auch andere
Substanzen gefunden, die als Antagonisten der Sulfonamide zu betrach-
ten sind. So erwies sich die p-Aminobenzoyl-glutaminsiure (PABG)
als wirksames Antisulfonamid. Wenn wir annehmen, da8 die PABG
ein unentbehrlicher Wirkstoffkomplex fiir die Zelle darstellt, der durch
die Verdringung der PAB blockiert wird, so mufl die PABG eine gro- |
Bere Antisulfonamidaktivitat besitzen als PAB. Dieses Ergebnis wurde
auch von Auhagen [36] berichtet. Umgekehrt finden Wagner-
Jauregg und Wagner [37], sowie Lampen und Jones [38]
aber das Gegenteil, also eine kleinere Aktivitit der PAB. Man konnte
sich fragen, ob hier die PABG nur eine Quelle fiir PAB sei.

Daf3 die PABG warscheinlich auch ein Teil eines Vitaminkomplexes
ist, zeigten dann die Forschungen iiber die Folsdaure, die sich nach der
Strukturaufklirung und Synthese durch Angier [39] als Pteroyl-
glutaminsidure erwies. Die Folsaure ist ein unentbehrlicher Wachstums-
faktor fiir eine Anzahl von Mikroorganismen, vor allem Enterococcen
und Lactobacillen, und ist imstande, die Wirkung der Sulfonamide auf-
zuheben. Die Pteroylglutaminsidure enthilt die PAB als Bestandteil,
wodurch auch hier die Verdringungstheorie zu ihrem Recht kommt
(Woods [40]).

Nun aber wurden Substanzen gefunden, die ohne chemische Ver-
wandtschaft mit der PAB einen Antisulfonamidcharakter aufweisen.
Es sind dies vor allem Purine und Nucleinsiuren. Aus den mikrobio-
logischen und cytologischen Versuchen iiber die Wirkung der Purine
(vor allem Adenin) als Antisulfonamide (41, 42, 43) schlieBt Schop -
fer, daB die PAB in die Biosynthese der Purine eingreift, und daf}
durch die Verdringung der PAB die Synthese der Purine gestort ist.
Da die Purine aber nicht nur Bestandteile der Nucleinsiuren sind, son-
dern wie Adenin auch in Atmungs-coenzymen (Codehydrase 1) zu fin-
den sind, so ist es begreiflich, dafl diese Stérung ein wichtiger Grund
der Wachstumshemung ist. Shive und Roberts [44] kommen 1946
unabhingig von Schopfer zu den gleichen Schliissen. Uebrigens ha-
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ben seither S hive und Mitarbeiter den chemischen Mechanismus der
Wirkung der PAB auf die Biosynthese der Purine weitgehend abkliren
konnen, indem sie in den durch Sulfonamid gehemmten Kulturen
eine Vorstufe der Purine angehduft fanden.

Wir sehen also, da3 im Anfang die therapeutische Seite der Sulfon-
amidforschung im Vordergrund stand, und wie mit der Zeit das Inter-
esse sich mehr und mehr der damit verbundenen Wirkstoffphysiologie
zuwandte und so das Sulfonamidproblem zu einem allgemein Biolo-
gischen wurde,

Die meisten Versuche iiber die Wirkung der Sulfonamide und deren
Aufhebung wurden mit Mikroorganismen ausgefithrt, wahrscheinlich
weil im Anfang dieser Forschung die Chemotherapie im Vordergrund
. stand, dann sind Mikroorganismen als auxoheterotrophe Organismen *)
sehr geeignet zur Untersuchung solcher Wirkstoffverhiltnisse. Dem-
gegeniiber bietet die héhere Pflanze den Vorteil, die Wirkung der Sul-
fonamide auf ein ganzes Organ oder ein Gewebe (Meristem) also zum
Beispiel Verdnderungen in histologischer und cytologischer Hinsicht
zu untersuchen.

Der erste Versuch iiber die Wirkung der Sulfonamide bei hoheren
Pflanzen stammt von Fourne au und seinen Mitarbeitern [24] und
betrifft die Keimung der Samen von Gartenkresse. Die grundlegenden
Versuche von Mangenotund Carpentier [45] zeigten, daB das
Wurzelwachstum von Pisum sativum durch die Sulfonamide im
Langenwachstum gehemmt wird und starke histologische Verinderun-
gen erleidet. Weitere Ergebnisse iiber die Hemmung des Wurzelwachs.
tums stammen von Wiedling [46], Stoll [47], Hazard [48],
Macht [49] und Schopfer [50].

Alle diese Versuche wurden mit Wurzeln unternommen, die noch
mit den Kotyledonen in Verbindung standen. Dabei ist zu bedenken,
daf}3 die Kotyledonen als Speicherorgane Vitamine in die Wurzel leiten,
die das Wurzelmeristem als auxoheterotrophes Organ selber nicht
synthetisieren kann. Dafl die Kotyledonen unter anderem durch mor-
phogene Stoffe auch einen formbestimmenden EinfluB haben, zeigt
zum Beispiel der grole Unterschied der Nebenwurzelzahl und ihrer
Linge bei der Wurzelkultur von Pisum sativum mit oder ohne
Kotyledonen.

*) Als auxoheterotroph wird ein Organismus bezeichnet, der die Fihigkeit zur
Synthese der fiir ihn lebensnotwendigen Wirkstoffe verloren hat (Schopfer).
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Erst durch die Organkultur wird jeglicher Einflu8 durch Wirkstoffe
ausgeschaltet. Die Wirkung der Sulfonamide auf Wachstum isolierter
Tomatenwurzeln wurde von Bonner [51] untersucht und zeigte deut-
lich, dal die Wurzel ein hochempfindliches Testobjekt ist und die
Organkultur die Methode der Wahl sei.

Aus diesem Grund wihlten wir fiir die Untersuchung iiber die Wir-
kung von Sulfonamiden und Antisulfonamiden auf die hohere Pflanze
die Methode der sterilen Organkultur. Mit der vorliegenden Arbeit,
uber deren Anfangsergebnisse eine kurze Mitteilung [52] berichtete,
sollte untersucht werden, ob die bisherigen Ergebnisse auf dem Sulfon-
amidgebiet auch bei der hoheren Pflanze und speziell bei der Wurzel
bestitigt werden konnen, und ob neue Erkenntnisse dazu beitragen,
weiter in dieses Gebiet des Zellstoffwechsels vorzudringen.

ORGANKULTUR UND GEWEBEKULTUR

Je hoher organisiert ein Organismus ist, desto komplizierter ist sein
Gesamtstoffwechsel und desto gréBer die Schwierigkeit, ihn zu iiber-
blicken. Denn die Organe und Gewebe eines Organismus haben mei-
stens sehr verschiedene Funktionen, die einander erginzen und die
zusammen koordiniert sind. So ist es praktisch nicht méglich, die phy-
siologischen Vorgange eines einzelnen Organes zu erfassen, solange
dieses Organ noch mit dem Gesamtorganismus in Zusammenhang steht.
Nur die Kultur des betreffenden Organes oder des Gewebes fiir sich
allein schliet jegliche Beeinflussung durch anderswo produzierte
Stoffe vitaminischer und hormonaler Natur aus und gestattet die Er-
forschung des selbstindigen Stoffwechsels. Erst durch die Organ- und
Gewebekultur konnten manche Probleme der Wirkstoffphysiologie ge-
lost werden.,

Die ersten Versuche iiber pflanzliche Gewebekulturen stammen von
Haberlandt [53]. Spéiter wares Kotte [54] und Robbins [55]
gelungen, Gewebekulturen und Wurzelkulturen zu ziichten, die aber
nach kurzer Zeit zugrunde gingen. Der Grund an diesem MiBerfolg
wird weniger in der Wahl von ungeeigneten Versuchspflanzen liegen,
als dal die Néhrlosung noch unvolikommen ist. Erst W hite [56] war
es moglich, Tomatenwurzeln unbeschriankte Zeit lang wachsen zu las-
sen. Die Wurzeln der meisten Dikotyledonen konnten spiter unbe-
schriankte Zeit kultiviert werden, wihrend bis heute das gleiche Ergeb-
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