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Besprechung der Ergebnisse

Die kalt sterilisierte Pteroylglutaminsaure vermag die Hemmung
des Wachstums wenn auch nicht vollstindig, so doch deutlich aufzu-
heben. Zudem ist noch die durch diese Losung allein erzielte kleine
Hemmung in Betracht zu ziehen.

Die heif} sterilisierte Pteroylglutaminsdure wirkt in ihrer stirksten
Konzentration vollstindig enthemmend auf das Lingenwachstum. Die
schwachen Konzentrationen (1 : 4,43 -107 und 1 : 4,43 - 108 mol) weisen
keine deutliche Enthemmung auf, und doch ist das Lingenwachstum
dieser Wurzeln weniger gehemmt als durch Irgafen allein. Die Zahl
der Nebenwurzeln hingegen ist leicht gefordert. Die Pteroylglutamin-
sdure wirkt also ungefdhr im gleichen Verhéltnis wie die p-Amino-
benzoesdure.

DIE NUCLEINSAUREN UND IHRE BAUSTEINE
ALS ANTAGONISTEN DER SULFONAMIDE

Neben der antagonistischen Wirkung der PAB wurden andere Sub-
stanzen gefunden, die ohne chemische Verwandtschaft mit PAB, zum
Teil allein die Hemmung der Sulfonamide aufheben oder die Wirkung
der PAB verstirken. So ist nach Loomis und Mitarbeiter [108],
sowie Harris und Ko hn [109] die Aminosdure Methionin ein Anti-
sulfonamid. Besonders aber scheinen die Purine eine antagonistische
Wirkung zu besitzen. So finden Martin und Fischer [110] Hypo-
xanthin und Adenin wirksam, spiter sollen nach Snell und Mit-
chell [111] bei Lb. arabinosus und Lb. pentosus die Purine die PAB
nicht ersetzen kénnen, sondern nur deren Wirkung verstirken, wihrend
bei Lb. casei die Purine allein wirksam seien. Dafl Beziehungen zwi-
schen PAB und Purinen bestehen, wurde durch die Tatsache erginzt,
daB3 bei CL acetobutylicum groBle Mengen von Purindosen die PAB
als Wachstumsfaktor ersetzen kénnen.

1946 berichtet Schopfer [41], daB die Sulfonamidhemmung bei .
Eremothecium Ashbyii durch Ribonucleinsiure, Desoxyribonuclein-
siure, Adenylsiure, Adenosin und Adenin aufgehoben wird. Adenin als
wirksamer Bestandteil dieser Substanzen kann durch Guanin, Hypo-
xanthin und weniger gut durch Xanthin ersetzt werden, wihrend Cyto-
sin, Uracil, Thymin, Theobromin, Theophyllin und Coffein inaktiv
sind. Dabei ist die Aktivitdt des Adenins ungefahr 10mal schwicher als
diejenige der PAB, kann aber auch gleichwertig sein. Aehnlich sind
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die Ergebnisse von Sch o p fer [42] bei Neurospora sitophila, obwohl
die Antisulfonamidwirkung der Purine schwicher war als bei Eremo-
thecium. Bei der PAB-Mutante von Neurespora crassa kann die PAB
als Antisulfonamid nicht durch Purine ersetzt werden, hingegen wird
die Aktivitat durch letztere erhoht. Ein dhnliches Ergebnis wie das-
jenige mit Eremothecium Ashbyii wurde mit Saccharomyces erreicht
[41]. Auch hier wirkte Adenin als Antisulfonamid, und zwar die Ak-
tivitat nur fiinfmal schwiacher als diejenige der PAB. Shive und
Roberts [44] zeigten, dafl bei Lb. arabinosus Adenin der Sulfon-
amidhemmung entgegenwirkt, aber nur in Gegenwart einer subopti-

malen PAB-Menge.

Bei der PAB - Mutante von Esch. coli kann nach Lampen,
Roepkeund Jones [75] die PAB vollwertig ersetzt werden durch
die Kombination Thymin + Purine (Adenin, Guanin und Xanthin)
+ Aminosiurengemisch (Methionin und Lysin). Unter diesen Bedin-
gungen sind die Kulturen sehr sulfonamidresistent. Winkler und
De Haan [112] berichten, daBB bei Esch. coli cin Gemisch von Methio-
nin, Serin und Xanthin + Pteroylglutaminsiure den gleichen Anti-
sulfonamideffekt aufweise wie PAB, und daBl in diesem Gemisch die
Pteroylglutaminsdure durch eine groBBe Konzentration von Thymin
ersetzt werden konne. Die Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwi-
schen den Purinen und PAB erkennen und ergeben die Vermutung, daf3
die Sulfonamide in die Biosynthese der verschiedenen Purine stérend
eingreifen. Die p-Aminobenzoesiure ist der Beginn einer Reaktions-
kette, an deren Ende die Purinbase oder schluBendlich die Nueclein-
siure steht. Die PAB oder wahrscheinlich ein hoherer Komplex wie die
Folsdure dient als Coferment in einem Enzymsystem zur Synthese der
Purine und Pyrimidine. Daf3 zwischen Folsdure und Purin ein Zusam-
menhang besteht zeigten Winkler und de Haan, indem sie die
Pteroylglutaminsiure durch groBBe Mengen Thymin ersetzen konnten.
Wenn wir auch fiir jede Purin- und Pyrimidinbase ein anderes Enzym-
system annehmen diirfen, so haben wir doch wahrscheinlich eine ge-
meinsame Ausgangsbasis, nimlich die PAB und zugleich der Angriffs-
punkt der Sulfonamide. Die dort erfolgte Storung fiihrt eben zur Sto-
rung der Biosynthese der Purine und dadurch zur eigentlichen Schidi-
gung der lebenden Zelle.

Stammen auch alle diese Ergebnisse von Mikroorganismen, so war
es doch sehr wahrscheinlich, dafl die hohere Pflanze dhnlich reagieren
wiirde. So konnte auch Schopfer [50] bei Pisum sativum feststellen,
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daB die Hemmung des Wurzelwachstums durch gréflere Mengen von
Ribonucleinsdure oder Xanthin aufgehoben wurde, wihrend Adenin,
Guanin und Hypoxanthin wirkungslos waren. Es war deshalb inter-
essant, die Versuche mit Wurzeln in steriler Organkultur fortzusetzen.

Die Wirkung der Purine, Pyrimidine, Nucleoside, Nucleotide und
Nucleinsauren auf das Wachstum der Wurzeln von Pisum sativum

Um festzustellen, ob diese Substanzen eine fordernde oder hem-
mende Wirkung auf die Wurzelkultur ausiiben, wurden sie zur Nihr-
I6sung zugesetzt, und zwar 25 y pro cm3. Da einige dieser Substanzen
schlecht loslich sind, ganz besonders Guanin, wurden sie in der ge-
samten Nahrlosung heil} gelost, worauf diese Nihrlosung in die Kultur-
rohren abgefiillt und wie iiblich sterilisiert wurde.

Die folgende Tabelle bringt die Durchschnittswerte in Prozenten
vom Lingenwachstum, der Zahl der Nebenwurzeln und dem Trocken-
gewicht am 26. Tag der Kultur.

decRupen | webn | Rewdt | NebEownoedln
Kontrolle .................. 14 100 100 100
Adenin ..................... 13 107 101 110
Guanin .........cccooeinnnn. 17 106 93 156
Hypoxanthin .............. 14 92 76 81
Xanthin ........cccooeeeenn. 16 107 93 178
4 1T 14 107 104 99
Usdeil s msiiiameinss 16 100 81 54
CYLOSIT wevvoeeeeeereeenn 14 133 98 45
Adenosin .................... 10 67 74 120
Guanosin .................... 11 67 65 70
Adenosinphosphorsiure 16 114 106 195
Cytidinphosphorsiiure: .. 14 108 97 87
Ribonucleinsiiure ........ 15 117 117 178
Thymonucleinsiure ...... 14 104 104 166
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Die 4 Purine haben keinen Einflu8 auf das Wachstum, wiahrend
von den 3 Pyrimidinbasen Cytosin das Liangenwachstum um 30 %
fordert.

Interessanterweise hemmen die beiden Nucleoside, Adenosin und
Guanosin die Wurzelkultur, sowohl im Lingenwachstum um 33 %o wie
auch im Trockengewicht. Die Nucleotide wie auch die Nucleinsiduren
sind ohne Wirkung. Die Zahl der Nebenwurzeln ist sehr unterschied-
lich, zum Teil gehemmt wie beim Cytosin und Uracil, dann gefordert
wie bei der Adenosinphosphorsiure, Xanthin, Ribonucleinsiure, Thymo-
nucleinsiure und Guanin.

Die Wirkung der Nucleinsiuren und ihrer Bausteine auf die
Cibazolhemmung

Wurzeln von Pisum sativum wurden durch eine Cibazolkonzentra-
tion von 1:1,5-10°mol = 2,55 y/cm3 gehemmt. In mehreren Ver-
suchen wurde die Enthemmung durch folgende Substanzen ausprobiert:
die Purine Adenin, Guanin, Hypoxanthin und Xanthin, die Pyrimidin-
basen Thymin, Uracil und Cytosin, Adenosin und Adenosinphosphor-
siure als Nucleosid beziehungsweise Nucleotid und die beiden Nuclein-
sauren Ribonucleinsaure und Thymonucleinsiure.

Die Tabelle bringt die Zusammenstellung aus all den verschiedenen
Versuchen. Es sind die Durchschnittswerte des Langenwachstums und
des Trockengewichts am 26. Tag in Prozent (s. S. 95).

Die Ergebnisse aus diesen Versuchen sind sehr undeutlich, wie
iiberhaupt die Hemmung des Wachstums durch Cibazol im Vergleich
zu Irgafen bedeutend schwerer und immer nur teilweise enthemmt
wird. Eine relativ sichere Enthemmung wird durch Adenosinphosphor-
sdure und Guanin erzielt. Die so enthemmten Wurzeln sind nicht mehr
deformiert und verfirbt. Alle anderen Substanzen scheinen keine Wir-
kung zu haben.

Da die Versuche zur Enthemmung der Cibazolwirkung nicht so
deutliche Ergebnisse lieferten, wurde ein Versuch mit Vorbehandlung
gemacht. Die sterilen Wurzelspitzen von Pisum sativum wurden zuerst
einige Zeit mit einer Losung der enthemmenden Substanz behandelt.
Damit die Wurzelspitzen in dieser Vorbehandlung nicht zu stark wach-
sen, werden sie bei Zimmertemperatur und in einer Nihrlosung nach
B o0 n n e r mit reduziertem Zuckergehalt (statt 4 %o nur 19/) kultiviert.
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dor Kalturen | e | owidn
Kontrolle ........ccoeviiiiniiiiiiinieninnn, 94 100 100
Cibazol 2,55 }'lcma_ ........................ 103 22 54
» + Ribonucleinsiure 25 ¥ .... 10 29
» + Thymonucleinsdure 25 ¥ 12 30 78
" + Adenosinphosphors. 25 Y 8 27 638
» 1 Adenosin 25 ¥Y/em?® ........ 13 18 38
» T Adenin 25 Y/em® ............ 31 31 71
» T Cytosin 50 ¥/em® ............ 24 21 49
» T Uracil 50 Y/em® ............ 21 29 69
% + Thymin 50 Y/em® .......... 20 26 61
» T Adenin 50 Y/ecm?® ............ 22. 27 67
. + Guanin 8 Y/em® ............ 40 34 71
» 1 Hypoyanthin 50 ¥/cm?® .... 23 27 58
» T+ Xanthin 50 Y/em® .......... 18 23 o4
» 1 Adenosinphosphorsiure 50 14 40 79

Als Kulturgefifle wurden Petrischalen verwendet, da sie den Vorteil
besitzen, daB man die Wurzeln direkt in der sterilen Schale schneiden
kann, Ein Nachteil ist die groBe Infektionsgefahr. Wichtig ist, daB} die
Nihrlssung nicht in den Petrischalen sterilisiert wird, sondern die fiir
sich sterilisierte Nihrlosung muf} sorgfiltig in die trockenen und steri-
len Schalen gegossen werden. Jede Petrischale enthielt 15 ¢cm? Nahr-
I6sung nach Bonner (1% Saccharose) und folgende Substanzen

wurden verwendet:

p-Aminobenzoesiure 1 : 2 - 108 mol = 0,069 y / cm?

Ribonucleinsdure 50 vy / cm?
Adenosinphosphorsidure 50 y/ cm3

Guanin 8 v/ cm3
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Pro Substanz wurden 6 Petrischalen a 5 Wurzelspitzen angesetzt.
Die Wurzelspitzen wurden 94 Stunden in den Petrischalen wachsen
gelassen, dann steril geschnitten (wieder auf eine Wurzelspitzenlinge
von 10 mm) und in Kulturréhren iiberimpft, die wie bisher 10 cm?
Nihrlosung nach Bonner (nun wieder mit 4 % Saccharose) enthiel-
ten. Die Kultur erfolgte im Dunkeln bei 23 ° wihrend 24 Tagen. Die
Hemmung wurde durch eine Cibazolkonzentration von 10— mol erzielt,
wihrend die Enthemmung durch PAB, Ribonucleinsiure, Adenosin-
phosphorsiure und Guanin in den oben angegebenen Konzentrationen

erfolgte.

Die folgende Tabelle bringt die Durchschnittswerte der Lange, des
Trockengewichtes und der Zahl der Nebenwurzeln am 24. Tag in Pro-

zent:
Linge Ceowient | Nebemwarseln
Kontrolle: ;i oo svws svsrasisis 100 100 100
Cibazol 1073 ..., 55 51 31
Gz ‘1 PAB 152 = 10 s msammas 74 71 122
» T Ribonuecleinsiare 50 ¥/em?® .... 69 45 12
» 1 Adenosinphosphorsiure 50 Y 78 67 91
» T Guanin 8 Y/em® .................. 66 64 85

Die graphische Darstellung (Fig. 11) zeigt den Hemmungs- und Ent-
hemmungsgrad als Funktion der Zeit.

Dieser Versuch zeigt, daB durch eine 20mal schwichere PAB-Kon-
zentration die Wachstumshemmung durch Cibazol aufgehoben wird.

Adenosinphosphorsiure und Guanin wirken deutlich enthemmend,
wihrend die Ribonucleinsdure nur im Lingenwachstum eine Wirkung
zeigt und das Trockengewicht stark gehemmt bleibt.
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Wurzelldnge
in mm

80

70

Kontrolle
--——---  Cibazol
x———x--- ChZ. + PAB

o———wo—.- CbZ. +Ribonucleinséure

20 | " a-——wa-- CbZ. + Adenylsiure
J/ O——-—-a-- ChZ. + Guanin
if
o L
6 12 18 2% Tage
Fig. 11

Die Wirkung der Purine und Nucleinsiuren auf die Irgafenhemmung

Wurzeln von Pisum sativum in steriler Organkultur wurden durch
eine Irgafenkonzentration von 1 :6-10°mol gehemmt. 4 Purinbasen,
3 Pyrimidinbasen, 2 Nucleoside, Nucleotide und 2 Nucleinsiuren wur-
den zur Enthemmung gepriift, und zwar 25 v pro cm3. Die Substanzen
wurden zusammen mit der Nihrlosung sterilisiert. |

Die Tabelle bringt die Durchschnittswerte des Lingenwachstums,

des Trockengewichtes und der Zahl der Nebenwurzeln am 26. Tag in
Prozenten:

10
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Bt | tneem, | oy | Reben!
Kontrolle: s msrsemmspsncssagpss 14 100 160 100
Irgafen 1:6 - 10% . ..ccocoviirnvrinnirenen. 12 67 78 113
Irg. + Adenin 25 Y/em® ................. 13 58 70 87
Irg. + Guanin 25 Y/fem® ................ 10 92 85 230
Irg. + Hypoxanthin 25 ) ................ 10 63 74 74
Irg. + Xanthin 25 Y/em® ................ 11 71 90 150
Irg. + Thymin 25 Y/em® ................ 13 100 111 127
Irg. + Uracil 25 ¥/em® .................. 15 87 100 127
Irg. + Cytosin 25 Y/em® ................ 17 117 107 79
Irg. + Adenosin 25 Y/em® .............. 12 80 95 128
Irg. + Guanosin 25 Y/em® ............. 10 68 68 121
Irg. + Adenosinphosphorsiure .......... 16 87 100 128
Irg. + Cytidinphosphorsiiure ............ 11 17 84 110
Irg. + Ribonucleinsiure 25 ¥ .......... 16 67 75 112
Irg. + Thymonucleinsdure .............. 10 69 83 96

Besprechung der Ergebnisse

Von den Purinbasen Adenin, Guanin, Hypoxanthin und Xanthin
wirkt einzig Guanin als Antagonist des Irgafens und bestitigt das mit
Cibazol erhaltene Ergebnis. Die Zahl der Nebenwurzeln wird durch
Guanin deutlich geférdert. |

Die Pyrimidinbasen Thymin, Uracil und Cytosin wirken alle 3 ent-
hemmend, und zwar wirkt Uracil am schwichsten (besonders im Lian-
genwachstum, wihrend die Hemmung des Trockengewichtes vollstindig
aufgehoben wird),

Bei den beiden Nucleosiden Adenosin und Guanosin ist zu bedenken,
daB3 sie allein zu der Nahrlosung zugesetzt das Wurzelwachstum hem-
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men. Unter dieser Beriicksichtigung wirkt Adenosin deutlich enthem-
mend, wihrend man durch das negative Resultat des Guanosin nicht
unbedingt auf Inaktivitit schlieBen darf.

Von den 2 gepriiften Nucleotiden ist Cytidinphosphorsdure unwirk-
sam, wihrend Adenosinphosphorsiure entsprechend dem Resultat mit
Cibazol ein Antagonist der Sulfonamidwirkung ist.

Die beiden Nucleinsduren Ribonucleinsidure und Thymonucleinsdure
sind vollstindig wirkungslos.

HISTOLOGISCHE UND CYTOLOGISCHE ASPEKTE

Der erste Bericht iiber eine morphologische Verinderung der Zelle
durch die Einwirkung der Sulfonamide stammt von Lwoff,6 Nitti,
Trefouel und Hamon [31], die bei Polytomella caeca neben der
Hemmung der Vermehrung eine bedeutende Volumenvermehrung fest-
stellten. Viel geeigneter zur Untersuchung von histologischen Verinde-
rungen war natiirlich die hohere Pflanze, und so sind die grundlegen-
den Untersuchungen iiber strukturelle Abnormitédten bei Pisumwurzeln
von Mangenotund Carpentier [45] gemacht worden. Die mit
Sulfonamid behandelten Wurzeln sind stark verdickt, da die Rinden-
parenchymzellen und die parenchymatischen Markzellen diametral hy-
pertrophiert sind. Durch Verinderungen im Mark wird auch die Ent-
wicklung der Gefd3e gestort.

Histologie der Wurzelspitze von Pisum sativum
nach der Behandlung mit Sulfanilamidothiazol

Die Pisumwurzeln wurden in steriler Organkultur in Rohren bei
23 ° im Dunkeln geziichtet. Als Milieu wurde Néahrlosung nach Bon-
ner mit Aneurinzusatz verwendet. Eine Serie von 20 Wurzeln wurde
als Kontrolle verwendet, wihrend die andere Serie durch eine Cibazol-
konzentration von 10—% mol gehemmt wurde. Nach 26 Tagen wurden
die Wurzelspitzen geschnitten und in Juel oder Zenker-Formol fixiert.
Gefiarbt wurden die Schnitte mit Eisenhaematoxilin-Kongokorinth oder
mit der spiter besprochenen Ribonuclease-Toluidinblaumethode.

Im Lingsschnitt durch die Wurzelspitze, die unter der Einwirkung

des Cibazols verdickt und briunlich verfirbt ist, zeigt sich nun folgen-
des Bild (vergleiche Mikroaufnahme I und VII):
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