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(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1958)

Neurospora crassa ist zur Biosynthese des enzymatischen Komple-
ments desTransformylase-Systems? (CoF**) befahigt, denn zum Wachs-
tum benotigen die Wildstimme auBer anorganischen Salzen, einer N-
Quelle (NO;-N oder NH,-N) und einer C-Quelle (Saccharose, Glucose)
nur Biotin®, aber weder Pab noch eine der Substanzen der Folsiure-
gruppe***. Sulfonamide hemmen das Wachstum, wobei die Conidien-
keimung empfindlicher reagiert als das Mycelwachstum?, und Pab ent-
hemmt wieder, in Ubereinstimmung mit der Theorie von Woods%$.

Da sich der Horizontalwuchstest mit N. crassa’ zur quantitativen
Hemmungsanalyse eignet®, wurden mit ihm die enthemmenden Wirkun-
gen von Pab, Pab-Glu und Angehorigen der Folsduregruppe auf das
durch Sulfathiazol partiell gehemmte Wachstum des Wildstammes
3177-4A verglichen, um Anhaltspunkte fiir den Reaktionsverlauf der
Biosynthese von CoF zu erhalten. ‘ ‘

* Ausgefiithrt mit Mitteln derDeutschenForschungsgemeinschaft, der
Research Corporation, New York, und der Gesellschaft zur Forderung
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Munster.

** Es werden folgende Abkiirzungen gebraucht: CoF = enzymat. Komple-
ment des Transformylase-Systems, Pab = p-Amino-benzoesiure, Glu = (-} )-Gluta-
minsgure, Pab-Glu = p-Amino-benzoyl-L(+)-glutaminsiure, -Pts = Pteroinséure,
10-CHO-Pts = 10-Formyl-pteroinsédure (Rhizopterin), Ptgs = Pteroylglutamin-
sdure, 5-CHO-PtgsH, = 5-Formyl-5.6.7.8-tetrahydro-pteroylglutaminsiure (Citro-
vorum-Faktor, synthet. Racemat: Leukovorin), 10-CHO-Ptgs = 10-Formyl-pteroyl-
glutaminsdure.

*** Hierunter werden alle Verbindungen mit dem Grundgeriist Pteridin-Pab-
Glu verstanden.
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4 E. L. Tatum u. G. W. Beadle, Proc. nat. Acad. Sci. USA 28, 234 [1942].
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Bei den erfolgreichen Versuchen, mit der Mutanten-Methode Stoffwechsel-

“ vorgange aufzukliren, insbesondere Einblicke in die Biosynthese der B-Vitamine

zu erhalten®, erstaunte es, daf sich keine stabile Mutante finden lieB, die eine der

' stabilen Substanzen der Folsiuregruppe zum normalen Wachstum benétigt!®. Wir

kennen nur einige stabile Pab-benotigende Mutanten von N. crassa, von denen drei
genetisch eingehend untersucht sind!!, mit den Genbezeichnungen und Isolierungs-

} nummern: pab-1, 163341012, pab-2, H 193!%13 und pab-3, 713011%1%. Bei keiner -
' dieser Mutanten lieB sich Pab durch eine der stabilen Folsiuren als Wuchsfaktor

ersetzen?4, Bei einer weiteren pab-Mutante, 8043 M, konnten Ptgs, Methionin oder
p-Toluidin an die Stelle der Pab treten?®.

Methodik
Verwendete Substanzen*: Pab, Pab-Glu, Ptgs und 10-CHO-Ptgs (Hoff-

. mann-La Roche AG, Grenzach**). Pts, Leukovorin (Lederle Cyanamid Co., Miin-

chen bzw. Pearl River, N.Y.**). Rhizopterin (Merck, Sharp & Dohme, New
Jersey**). Sulfathiazol (Farbenfabriken Bayer, Wuppertal**).

Versuche zur Isolierung von Ptgs-Mutanten: Nach der iiblichen
Vorschrift!® wurden fiinf Tage alte Conidien des Wildstammes 3178-2a in steriler
waBr. Suspension mit 550 r bestrahlt und diese auf fiinf Tage alte Mycelrasen des
Wildstammes 3177-4A mit reichlich Perithecien, die auf Westergaard-Mitchell-
Medium?® wuchsen, aufgespritht!?. Zwischen dem 11. und 17. Entwicklungstage
wurden die Ascosporen auf Agar-Minimal-Medium ausgestreut und nach 8—12-
stdg. Auskeimen mutmafliche Mutanten mit einer Lanzette unter dem Préiparier-
Mikroskop entnommen und nach Beadle und Tatum getestet!®. Unter etwa 2000
Isolierungen hefanden sich die iiblichen morphologischen und biochemischen Mu-
tanten, jedoch keine, die Ptgs zum Wachstum benétigte.

Horizontalwuchstest: Die Hemmwirkung von Sulfathiazol auf das
Wachstum von N. crasse im Horizontalwuchstest* wurde in der vorhergehenden
Arbeit als ale4-Hemmtyp beschrieben (s. 1. ¢.8, Abb. 3), ebenso eine Verlaufsform
der Enthemmung mit Pts (s. 1. ¢.8, Abb. 6). Hier untersuchten wir die Verlaufs-
formen der Enthemmungen mit den oben genannten Substanzen bei 0,8, 1,0 und
1,3 mg Sulfathiazol/ml.

Ergebnisse

Alle hier untersuchten Verbindungen heben die Sulfathiazol-Hem-
mung prinzipiell auf, doch in graduell sehr verschiedenem MaB. Keine
enthemmt im Bereich der experimentell moglichen Konzentrationen voll-
stdndig. Die Kurven der Dosis-Zeit-Beziehungen fiir eine festgesetzte
Wuchsstrecke nihern sich bei diesen Verbindungen mit Ausnahme des

* . Abkiirzungen s. Anmerkung ** 8. 60.

*+ Den genannten Jfirmen sowie Frau Dr. Lotte Ludwig, Hamburg, und
Herrn Dr. E. L. R. Stokistad, Pearl River (New York) danken wir fiir die Zuwen-
dung der oben erwahnteln Sybstanzen.
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15 B. L. Strehler, J. Bacteriol. 59, 105 [1950].

16 M. Westergaard u. H. K. Mitchell, Amer. J. Bot. 34, 573 [1947].

17 J. Lein, H. K. Mitchell u. M. B. Houlahan, Proc. nat. Acad. Sci. USA
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Rhizopterins asymptotisch einem Grenzwert unter 100. Sulfathiazol
muf also auBer dem Enzymsystem, das Pab produziert oder sie zu Syn-
thesen weiter verwendet, noch ein anderes partiell blockieren.

Im einzelnen wurden folgende weitere Beobachtungen gemacht:

p-Amino-benzoesédure: Die hochste Konzentration des Versuchs
der Abb. la, 0,26 y Pab/ml, enthemmte 819, 0,9 ¢/ml in einem anderen
Versuch (1 mg Sulfathiazol/ml) 879%. 1—10 y/m! enthemmten nicht
starker. 100—1000 y/m] hemmten zusédtzlich zur Sulfathiazolhemmung.
In diesen Ansitzen entstand durch die Stoffwechselwirkungen des wach-
senden Mycels aus der Pab ein orangerotes Pigment, das bereits friiher
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Abb. 1. Die Enthemmwirkung von a) p-Amino-benzoesédure (Pab) und b) p- Amino-

benzoyl-glutaminsdure (Pab-Glu) bei der Wuchshemmung durch verschiedene

Sulfathiazol-Konzentrationen im Horizontalwuchstest mit Neurospora crassa.

Abszisse: Konzentrationen der enthemmenden Substanzen in Mol/m! Ndhrmedium.
Die Ansitze enthielten 0,8 (®), 1,0 (O) bzw. 1,3(®) mg Sulfathiazol/ml.

beschrieben wurde!8. Die enthemmende Wirkung gleicher Pab-Konzen-
trationen ist, unabhingig von der Sulfathiazol-Konzentration, etwa
gleich, d. h. die Enthemmung verlduft nicht kompetitiv.

p-Amino-benzoyl-glutamat: Die enthemmenden Wirkungen
gleicher Substanzmengen bei steigenden Sulfathiazol-Konzentrationen
fallen ab, so dafl die Kurven (Abb. 1b) in der genannten Reihenfolge
untereinander liegen. Hier verlduft die Enthemmung also kompetitiv.
60 y Pab-Glu/m/ bei 1 mg Sulfathiazol/m/ enthemmten zu 84,79, 100 y
zu 90,59 und 200 y nicht stirker als 100 y.

Pteroinsdure (Abb. 2): Gleiche Mengen enthemmten mit steigen-
der Sulfathiazol-Konzentration ganz deutlich stérker, ein Zeichen der
nichtkompetitiven Enthemmung. Die stéirkste enthemmende Wirkung
bei 1,3 mg Sulfathiazol/m! betrug 91,5%, bei 1,0 mg/mi 799,.

18 J. E. Cushing u. E. B. Reid, J. Bacteriol. 55, 551 [1948]; E. B. Reid,
E. G. Pritchett u. J. E. Cushing, J. biol. Chemistry 199, 443 [1952].
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Rhizopterin (Abb. 2): Als einzige Verbindung enthemmte sie nach
 einem anderen Typus. Die Kurven laufen nahezu linear schwach anstei-
gend, und die enthemmende Wirkung ist unabhéingig von der Sulfathia-
zol-Hemmung. Die hochst erreichbare Enthemmung betrug 629%,.
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Abb. 2. Die enthemmende Wirkung von Pieroinsédure (Pts) und Rhizopterin
(10-CHO-Pts). Erlauterung s. Abb. 1.

Pteroylglutaminsdure (Abb.3a): In niedrigen bis mittleren
- Konzentrationen enthemmten gleiche Ptgs-Mengen stéirker mit steigen-
der Sulfathiazol-Hemmung, dhnlich wie bei der Pts. Mit 719 war die
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Abb. 3. Die enthemmende Wirkung von a) Pteroylglutaminsiure (Ptgs), 10-Formyl-
pteroylglutaminséure (10-CHO-Ptgs, oberste Kurve ©, mit 1 mg Sulfathiazol/mi)
und b) Leukovorin (5-CHO-PtgsH,). Erlauterungen s. Abb. I.

. héchste Enthemmung bei 1,3 mg Sulfathiazol/ml erreicht, wihrend sich
bei 1,0 und 0,8 mg/m! die enthemmenden Wirkungen mit steigender
Ptgs-Konzentration noch erhohten.

10-Formyl-pteroylglutaminsiure (Abb. 3a): Dieser Versuch
wurde nur mit 1,0 mg Sulfathiazol/m! durchgefithrt. Bei grundsitzlich
analoger Verlaufsform der Enthemmung erreichte man frither als mit
Ptgs eine hohere Enthemmung von maximal 859%.
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Leukovorin: Abb. 3b zeigt den von der Sulfathiazol-Hemmung |
nahezu unabhingigen, d. h. nichtkompetitiven Verlauf der Enthem-
mung. Hoéchste enthemmende Wirkung: 839%.

Alle Verbindungen mit Ausnahme von Rhizopterin ergeben a.lso '
exponentiell verlaufende Dosis-Wirkung-Beziehungen, Rhizopterin da-
gegen eine lineare. Zum Vergleich der Dosen, die gleiche enthemmende
Wirkungen ausiiben, liest man bei den Kurven der Ansitze mit 1 mg
Sulfathiazol/m! fiir 509) Enthemmung auf den Abszissen die zugehérigen
Dosen ab. Die Tabelle zeigt das Ergebnis.

Vergleich der Konzentrationen an enthemmenden Verbindungen, die die Wuchs-
hemmung durch 1 mg Sulfathiazol/m! bei N. crassa im Horizontalwuchstest um
509, vermindern.

9 Relative
10° Mol/mi Wirkung
p-Amino-benzoesdure . . . . . . . .. .. L. 0,34 1000
5-Formyl-5.6.7.8-tetrahydro- pteroylglutammsaure
(Leukovorin) . . . . . . . . . ... .. . 7,5 45,5
Pteroinsdure . . . . . . . . . . ... .. 15 22,7
p-Amino-benzoylglutaminsgure . . . . . . . .. 18 18,9
10-Formyl-pteroylglutaminsgure . . . . . . . . 160 2,13
10-Formyl-pteroinsdure (Rhizopterin) . . . . . . 180 1,89
Pteroylglutaminsdure . . . . . . . . . . ... 220 1,54

Das synthetische Leukovorin ist ein Racemat (Asymmetriezentrum
an C-6), von dem nur eine Komponente bei Leuconostoc citrovorum 8081
wuchsfordernd ist. Unter der Annahme, daB dies auch fiir N. crassa
zutrifft, sind in 15 X 10-? m Leukovorin, die 509, enthemmen,
7,56 x10-? Mol/m! aktive Verbindung enthalten. :

Diskussion

Bei den meisten zur Biosynthese von CoF befahigten Mikroorganis-
men besteht die einzige Funktion von Pab darin, Ausgangspunkt dieser
Reaktionsfolge zu sein!®. Der erste Reaktionsschritt ist entweder a) Pab
+ Glu— Pab-Glu oder b) Pteridin (bzw. Vorstufe) + Pab— X (Pts-
Derivat ?). Im Falle a) miiBte Pab-Glu bei Pab-benotigenden Mikro-
organismen ebenso wuchsfordernd oder noch wirksamer sein als Pab
und bei Pab-nichtbenétigenden Organismen wirksamer sein in der
(nichtkompetitiven) Enthemmung des durch Sulfonamide blockierten
Wuchses.

Bei N. crassa ist Pab-Glu sebr viel weniger wirksam als Pab in der
Uberwindung der Hemmung durch Sulfathiazol, eine Beobachtung, die
mit anderen an fast allen Einzellern iibereinstimmt.

19 D_15 Woods, in G. E. W. Wolstenholme u. M. P. Cameron, Chemistry
and Biology of Pteridines, J. & A. Churchill, London 1954.
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Pab-Glu beseitigt nur bei einem bestimmten Stamm von Streptococ-
cus plantarum 10S die Wuchshemmung durch Sulfanilamid wirksamer als
Pab20, dagegen nicht bei anderen Bakterien®'-23. An Lactobacillus ara-
binosus z.B. zeigt Pab-Glu nach 20 Stdn. Inkubation 259, mnach
64 Stdn. 779 der Wuchswirkung von Pab, enthemmt aber wirksamer
als Pab die Toxizitdt geringer Konzentrationen von Sulfapyridin?3:24,
Bei Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Streptococcus pyogenes,
Diplococcus pneumoniae I verhindert dagegen Pab besser die Bakterio-
' stase durch Sulfanilamid als Pab-Glu?2. Analoge Beobachtungen wurden
auch mit Sulfapyridin bei D. prneumoniae 111, 8. haemolyticus A und mit
. Sulfadiazin bei 8. faecalis Ralston* und 8.zymogenes 26Cl gemacht?5,

Nach diesen Befunden diirfte es nahezu sicher sein, daB der erste
Reaktionsschritt bei allen Mikroorganismen, auch bei N. crassa, nicht
- nach a) verlduft, sondern moglicherweise nach b), wenn auch nicht a
priori angenommen werden darf, daf bei allen Mikroorganismen die CoF-
Biosynthese nach dem gleichen Schema verlduft.

Abgesehen von 5-CHO-PtgsH , ist Pts nach Pab die nichst wirksame
Verbindung, die nichtkompetitiv die Sulfathiazol-Hemmung iiberwindet.
- Fiir sie gelten jedoch die gleichen Uberlegungen wie fiir Pab-Glu.

Die in der Natur nicht vorkommende Pts ersetzt Ptgs vollstindig
- als Wuchsstoff bei S. faecalis R.26 und ist bei L. arabinosus sogar wirk-
- samer als die letztere®s. Eine gewaschene Suspension von S. faecalis R.
- fithrt Pts in ein Ptgs-Derivat iiber??. Die Pts-Wirkung ist jedoch nicht
einheitlich bei allen Mikroorganismen. Bei Cl. tetanomorphum, Cl. aceto-
- butylicum und einem Stamam von 8. aureus wirkt Pts als starker nicht-
- kompetitiver Antagonist von Sulfonamiden, ist aber inaktiv bzw. wirkt
- schwach kompetitiv bei S. faecalis Ralston, L. arabinosus und L. plan-
tarum?%26,28 Auch koénnen Suspensionen von Mycobacterium avium keine
- Ptgs aus Pts + Glu synthetisieren?®. Obgleich einige Mikroorganismen
- CoF aus Pts bilden konnen, scheint es kein generelles Intermedidrprodukt

20 E. Auhagen, diese Z. 277, 197 [1942]. .

2L Th. Wagner-Jauregg u. W. H. Wagner, Z. Naturforsch. 1, 229 [1946].
2 R. J. Williams, J. biol. Chemistry 156, 85 [1944].

2 J. 0. Lampen u. M. J. Jones, J. biol. Chemistry 170, 133 [1947].

2 H. P. Sarett, J. biol. Chemistry 171, 265 [1947].

i 425 O. H. Johnsen, D. E. Green u. R. Pauli, J. biol. Chemistry 158, 37
- [1944].
E 15 26 J. 0. Lampen u. M. J. Jones, J. biol. Chemistry 164, 485 (1946]; 166, 435
| [1946).

“ 27 J. H. Stokes u. A. Larsen, J. Bacteriol. 50, 219 [1945].

28 R. H. Nimmo-Smith u. D. D. Woods, J. gen. Physiol. 2, X [1948];
K. A. Sims u. D. D. Woods, J. gen. Microbiol. 4, 1I [1950]; R. H. Nimmo-
Smith, Dissertat., Oxford 1951; E. F. Méller, F. Weygand u. A. Wacker, Z.
Naturforsch. 4b, 100 [1949]. .

# N. Katunuma, T. Shoda u. H. Noda, J. Vitaminol. [Nagoya] 8, 77
[1957], zit. nach D. D. Woods, Resumees IV. Int. Congr. Biochem., Wien 1958
¢ im Druck.

* Ist nicht identisch mit 8. faecalis R. (Roger).

Happe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 315 : 5
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|
der CoF-Biosynthese zu sein. Dies diirfte auch fir N. crassa zutreffen,
doch steht Pts einem normalen Intermediérprodukt der CoF-Biosynthese
sehr nahe, wofiir neben der starken nichtkompetitiv enthemmenden Wir-
kung auch der merkwiirdige Kurvenverlauf der Enthemmungsversuche :
(Abb. 2) spricht. Dieses Intermedidrprodukt ist nicht mit dem 10-Formyl-
derivat von Pts, dem Rhizopterin, identisch. Dies zeigt seine viel gerin-
gere enthemmende Wirkung und der im Vergleich zu den anderen unter-
suchten Substanzen atypische Verlauf des Enthemmungsversuches.

Zuerst aus einer Kulturlosung von Rhizopus nigricans isoliert3?, ist
10-CHO-Pts nur fiir S. faecalis R. Wuchsfaktor und als solcher 30mal
wirksamer als Ptgs, doch inaktiv bei L. cases und anderen Mikroorganis-
men?.

Analog der Pts ist auch Ptgs kein normales Intermedidrprodukt der
CoF-Biosynthese bei N. crassa und steht dazu einem solchen chemisch
noch ferner als Pts, denn Ptgs ist die zur Enthemmung am wenigsten
wirksame der untersuchten Verbindungen, und die Enthemmung ver-
lauft kompetitiv.

Auch diese Folgerung stimmt mit Beobachtungen an anderen Mikro-
organismen iiberein'®, obgleich einige unter ihnen Ptgs sehr viel leichter
in CoF iiberfithren konnen als V. crassa. E. colt und L. arabinosus, bei
denen Ptgs nicht die Sulfonamidhemmung beseitigt3?, bauen Ptgs-14C-2
nicht in intracelluldre Ptgs ein, wihrend dies L. plantarum (Ptgs ent-
hemmt die Sulfonamidhemmung), ferner S. faecalis R. und Enterococcus
stes tun®. (Die Wuchswirkung von Ptgs im Vergleich zu Pts, Pab-Glu,
Pab u. a. bei 8. faecalis R., L. arabinosus und 8. plantarum 10S vgl.
L. ¢.2328), QOrganismen, die Ptgs als Wuchsfaktor benotigen, sind bei
hoheren Konzentrationen von Ptgs sulfonamidresistent?, doch nicht bei
Konzentrationen, die gerade eben den Wuchs ermdglichen33,

Die nichtkompetitive Reversion der Sulfonamidhemmung durch
Ptgs bei einigen Mikroorganismen zeigt, dafl Ptgs ein normales Inter-
medidrprodukt der CoF-Biosynthese zwar ersetzen kann, doch betricht-
lich weniger ausgenutzt wird als Pab2?. Diese Ersatzreaktion beruht nicht
auf der Spaltung von Ptgs in ihre Bestandteile und der Wiederverwen-
dung von Pab vom ersten Reaktionsschritt an. Beriicksichtigt man noch
den Extremfall, daBl Pab-benétigende E.coli-Mutanten nicht auf Ptgs
ansprechen3?, dann bestehen bei den bis jetzt untersuchten Mikroorganis-

30 K. L. Rickes, L. Chaiet u. J. C. Keresztesy, J. Amer. chem. Soc. 69,
2749 [1947]. ,

31 M. Gordon, J. M. Ravel,R. E. Eakin u. W.Shive, J. Amer. chem. Soc.
70, 878 [1948].

32 R.Tschesche,K.Soehringu.K.Harder, Z. Naturforsch. 2b, 244[1947].

33 E. E. Snell u. H. K. Mitchell, Arch. Biochemistry 1, 93 [1942]; R. H.
Nimmo-Smith, zit. nach 1. ¢.8; W. Shive u. E. C. Roberts, J. biol. Chemistry
162, 463 [1946].

3¢ J. 0. Lampen, R. R. Roepke u. M. J. Jones, J. biol. Chemistry 164,
789 [1946].
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men alle Uberginge vom voll- und gleichwertigen Ersatz von Pab durch
 Ptgs bis zur teilweisen oder fehlenden Verwendung von Ptgs.

‘ N. crassa gehort demnach zur Gruppe der Mikroorganismen, die Ptgs
nur schwer in CoF iberfithren konnen. Thnen fehlt ein in anderen Mikro-
organismen, in Pflanzen, Vogeln und Saugetieren vorhandenes Enzym-
f system ganz oder teilweise, das den Pteridinring partiell hydrieren kann.

Das CoF von N. crassa ist noch nicht genau bekannt (Untersuchun-
 gen mit J. Mechery), doch diirfen wir annehmen, da8 es ein Derivat der
tetrahydrierten Pteroyl-polyglutaminséure ist. Aus Cl. sticklandic wurden
6 Faktoren angereichert, die Polyglutamate von Pteridinen sind, und
z. T. noch andere Aminosduren und Pentose + Phosphat enthalten3s.
! Hierdurch sind éltere Beobachtungen iiber eine ,,gebundene Form‘ von
natiirlichen Pteroiden bestatigt®s. Enferococcus stes fithrt Ptgs-14C-2 in
. 5-CHO-Pt(gs) H, mit mindestens 3 Glutamatresten iiber3”.

, Die Priméirreaktion des mehrstufigen Vorgangs Ptgs — CoF bei den
| Ptgs verwertenden Organismen ist wahrscheinlich: Ptgs — PtgsH,, die
folgende Reaktion PtgsH, — PtgsH 3839, Esist aber nicht ausgeschlossen,
dafl Ptgs primir an N-10 formyliert wird, wie wir dies frither fiir das
hohere Siugetier annahmen??, und daB 10-CHO-Ptgs dann sekundir
! hydriert wird. Fiir alle zur Reaktion Ptgs — PtgsH, — PtgsH, befdhigten
i, Mikroorganismen ist Aminopterin ein starker Wuchsinhibitor. Dieser und
andere Folsdure-Antagonisten blockieren die Reaktion PtgsH, — PtgsH ,.
* Auch die (unveroffentlichte) Beobachtung, da N. crassa gegen Amino-
pterin nahezu resistent ist, spricht dafiir, dafl es die obige Reaktion nur
- schwer durchfithren und dadurch Ptgs kaum verwenden kann.

Die CoF-Biosynthese bei N. crassa verliuft auch nicht primér tiber
- die 10-CHO-Ptgs, denn diese ist nur wenig wirksamer als Ptgs in der
Uberwindung der Sulfathiazol-Hemmung.

10-CHO-Ptgs wurde zuerst chemisch dargestellt und ist bei S. fae-
- calis R. und L. casei ebenso wuchswirksam wie Ptgs, doch 30mal wirk-

] 35 B. E. Wright, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 16, 165 [1955],
- Federation Proc. 14, 308 [1955]; J. Amer. chem. Soc. 77, 3930 [1955]; J. biol.
. Chemistry 219, 863, 873 [1956].
: 3¢ 1. S. Dietrich, W. J. Mouson, H. Gwoh u. C. A. Elvehjem, J. biol.
. Chemistry 194, 549 [1952]; V. M. Doctor u. J. R. Couch, J. biol. Chemistry 200,
. 223 [1953]; C. H. Hill u. M. L. Scott, J. biol. Chemistry 196, 189 [1952]; J. J.
Pfiffner, D. G. Calkins, E. S. Bloom u. B. L. 0’Dell, Science [New York] 102,
228 [1945]; B. L. Hutchings, E. L. R. Stokstad, N. Bohonis, N. H. Sloane
u. Y. Subbarow, J. Amer. chem. Soc. 70, 1 [1948]; L. E. Ericson, Ark. Kemi
6, 504 [1953]. o
37 A. Wacker, M. Ebert u. N. Kolm, Z. Naturforsch. 18b, 141 [19581.
38 B. E. Wright u. M. L. Anderson, J. Amer. chem. Soc. 79, 2027 [1957];
B. E. Wright, M. L. Anderson u. E. C. Herman, J. biol. Chemistry 230, 271
[1958]; S. Futterman, J. biol. Chemistry 228, 1031 [1957]; S. F. Zakrzewski u.
C. A. Nichol, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 425 [1958].
8 M. J. Osborn u. F. M. Huennekens, J. biol. Chemistry 288, 969 [1958].
g 97;0 H. M. Rauen u. L. Jaenicke, diese Z. 293, 46 [1953]; s. hierzu 1. ¢.3?
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samer in der Uberwindung der Wuchshemmung durch 7-Methyl-Ptgs bei
S. faecalis R.41, Sie entsteht auch enzymatisch aus Ptgs durch Schweine-
leberenzyme*? nach einem gekoppelten, mehrstufigen Reaktionsschema,
das die gleichzeitige oxydative Aufspaltung einer zweiten Ptgs-Molekel :
einbezieht?3.

Nach Pab ist das eine der beiden in Leukovorin enthaltenen Dia-
stereomeren von 5-CHO-PtgsH, am wirksamsten, enthemmt nichtkom-
petitiv und steht somit dem CoF von N. crassa chemisch am nichsten.
Es wird leichter in die ,,gebundene Form‘ iibergefiihrt als das inter-
medidre Derivat von Pts.

Aus den vorliegenden Befunden mit der Hemmungsanalyse ergibt
sich also fiir die CoF-Biosynthese bei N. crassa, dal die Ausgangssub-
stanz Pab zuerst in eine der Pts nahestehende Verbindung, vermutlich
PtsH, oder PtsH,, iibergefiihrt wird, die dann in zweiter Reaktion in die
Monoglutamatform oder die ,,gebundene Form‘ iibergeht, doch ohne
intermedidr die oxydierte Pteridinring-Konfiguration zu durchlaufen.
Die Pts-Stufe wird leicht, die Ptgs-Stufe dagegen schwer hydriert, wobei
die Hydrierungsreaktion nicht durch Anwesenheit von Sauerstoff ver-
hindert wird, denn N. crassa ist obligater Aerobier.

Zusammenfassung

Im Horizontalwuchstest mit Neurospora crassa enthemmen p-
Amino-benzoesdure, p-Amino-benzoyl-glutaminséure, Pteroinsiure, Rhi-
zopterin, Pteroylglutaminsiure, 10-Fermyl-pteroylglutaminssure und
Leukovorin die partielle Wuchshemmung durch Sulfathiazol unter ver-
gleichbaren Bedingungen sehr verschieden. Fiir den Verlauf der noch
unbekannten Biosynthese des enzymatischen Komplements des Trans-
formylasesystems bei N. crassa ergebensich aus dem Vergleich der Ent-
hemmwirkungen folgende Anhaltspunkie:

1. Der erste Syntheseschritt diirfte in der Bildung eines Derivates der
Pteroinsiure bestehen und nicht in der Bildung von p-Amino-benzoyl-
glutaminséure.

2. Da das eine Diastereomere von Leukovorin und die Pteroinsdure am
wirksamsten sind, liegt dieses erste [ntermediérprodukt wahrschein-
lich in der hydrierten Form vor. Es ist nicht mit Rhizopterin identisch.

3. Weder Pteroylglutaminsiure noch 10-Formyl-pteroylglutaminséure
sind normale Zwischenprodukte dierer Biosynthese.

41 M. J. Gordon, M. Ravel, R. E. Eakin u. W. Shive, J. Amer. chem. Soc.
70, 878 [1948].

42 H. M. Rauen u. W. Stamm, diese Z 289, 201 [1952]; H. M. Rauen, W.
Stamm u. K.-H. Kimbel, diese Z. 289, 80 [D52]; H. M. Rauen, H. Waldmann
u. M. Buchka, diese Z. 288, 10 [1951]; H. M.Rauen, Biochem. Z. 328, 562 [1957].

43 H. M. Rauen, Z. Naturforsch. 18b, 4i [1958]; H. M. Rauen u. G. Brend-
ler, ebenda 18b, 730 [1958]; H. M. Rauen M. Rauen-Buchka u. G. Hess,
diese Z. 818, 37 [1958).
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Summary

The partial inhibition of growth caused by sulphathiazol in the
horizontal growth test with Neurospora crassa is prevented very differ-
ently by p-amino benzoic acid, p-amino benzoylglutamic acid, pteroic
-acid, rhizopterin, pteroylglutamic acid, 10-formyl-pteroylglutamic acid
‘and leucovorin under comparable conditions. For the still unknown
biosynthetic pathway of the enzymatic complement of the transfor-
mylase system in N. crassa, the comparison of these releases of inhibition
gives the following clues:
. 1. The first step in the synthesis seems to be the formation of a derivative
of pteroic acid and not the formation of p-amino benzoylglutamic acid.
F 2. Since pteroic acid and one of the diastereoisomers of leucovorin are the
most active compounds, this first intermediary product is probably
~ present in the hydrogenated form. It is not identical with rhizopterin.

3. Neither pteroyl glutamic acid nor 10-formyl-pteroylglutamic acid are
normal intermediates of this biosynthesis.




