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Abstract

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der Vielfalt und der Wirkung von Antibiotika. Verschiedene Typen von Antibiotika und deren Wirkprinzipien sowie der geschichtliche Hintergrund werden in einem theoretischen Teil vorgestellt. Dabei liegt der Schwerpunkt bei den bakteriostatischen Sulfonamiden. 

Zusätzlich werden unterschiedliche organische Synthesen erläutert, welche im Labor zur Herstellung eines solchen Stoffes relevant waren.

Im praktischen Teil der Arbeit wurde eine dreistufige Synthese eines Sulfonamids durchgeführt und dokumentiert. 

Das Produkt der Synthese ist anschliessend an verschiedenen Bakterienstämmen auf seine bakteriostatische Wirkung getestet worden. 

Die Resultate der Bakterientests zeigten eine antibakterielle Wirkung bei zwei von acht getesteten Keimen.

Le présent travail porte sur la variété et sur l’action des antibiotiques. Dans la partie 

théorique, nous présenterons divers types d’antibiotiques, leurs modes d’action, ainsi que leur historique. Nous mettrons surtout l’accent sur les sulfamides bactériostatiques.

En outre, nous décrirons diverses synthèses organiques qui se sont avérées pertinentes lors de nos travaux de laboratoire en vue de la fabrication d’un agent de ce type.

Pour ce qui est de la partie pratique, nous avons effectué la synthèse d’un sulfamide en trois étapes, et tenu un protocole expérimental. Ensuite, nous avons testé le produit de synthèse sur diverses souches de bactéries afin de déterminer son effet bactériostatique.

Les résultats de ces tests ont révélé une action antibactérienne chez deux germes testés sur huit.

This work describes the variety and the effects of antibiotics. Different types of antibiotics and the mechanism of their effect as well as their historical background are presented in the theoretical part. The emphasis is on the sulfonamides showing bacteriostatic effects.

Different organic syntheses are additionally described. These were used in the laboratory for the production of such a material.

In the practical part of this thesis, a three step synthesis of a sulfonamide was performed and documented. 

The product of the synthesis was subsequently tested on different bacteria strains for its bacteriostatic effect.

The results of the bacteria tests showed an antibacterial effect on two out of eight tested germs.
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1. Vorwort

Persönliche Motivation
Bei der Suche eines geeigneten Themas für die Maturaarbeit war für mich schon früh klar, dass ich etwas aus dem Bereich Biologie, Chemie oder Physik untersuchen möchte. Seit Beginn des gymnasialen Unterrichts interessierte ich mich zunehmend für die naturwissenschaftlichen Fächer und im Speziellen für Chemie. 

Schon vor dem ersten Informationstag der Maturaarbeit hatte ich einige Themenvorschläge zur Hand, die ich allerdings, da sie nicht realisierbar oder noch nicht genügend ausgearbeitet waren, wieder verwerfen musste. 

Gegen Weihnachten 2006 habe ich mehrere Präsentationen der Maturaarbeiten besucht und habe so schliesslich den entscheidenden Input für meine Arbeit erhalten.

Die Präsentation über die Acetylsalicylsäure (Aspirin) hat mir eine neue Richtung der Chemie aufgezeigt und so entschied ich mich etwas im Zusammenhang mit Medizin zu machen. Bald stiess ich dann auch den Begriff Penicillin, der schliesslich zur Idee führte ein Antibiotikum eigens herzustellen.

Verdankung

Im Rahmen meiner Maturaarbeit möchte ich mich bei folgenden Personen bedanken:

Bei meinem Betreuer Herr Daniel Müller für seine hilfreichen Ratschläge, Korrekturen und Hinweise. Ich bin froh, dass er sich trotz seiner Abwesenheit zwischen Sommer und Herbst entschlossen hat meine Arbeit zu betreuen. Die Zusammenarbeit mit ihm hat mir grosse Freude bereitet.

Desweiteren bedanke ich mich recht herzlich bei Herrn Dr. med. Olivier Dubuis von Viollier, Frau Dr. med. Sara Droz vom ifik und Herrn Dr. Juraj Lipscher von der Kantonsschule Baden, die mir in verschiedener Hinsicht geholfen haben.

Besonderen Dank möchte ich Frau Martina Scholkmann vom Institut für Infektionskrankheiten der Universität Bern (ifik) aussprechen. Durch ihre Hilfe wurde es möglich mein selbst hergestelltes Sulfonamid an verschieden Bakterienstämmen zu testen. Aufgrund ihrer zuvorkommenden Art habe ich in der Zeit mit Frau Scholkmann nicht einfach nur meine Tests durchgeführt, sondern auch sonst ein Menge über Mikrobiologie erfahren. 

Nicht zu vergessen ist meine Familie, die mir während der ganzen Arbeit beistand und sich immer wieder Zeit nahm meine Texte durchzulesen.

2. Einleitung


Problemstellung

Diese Arbeit befasst sich in einem ersten Teil vor allem mit der Aufgabe den Leser in verschiedene Gebiete einzuführen, um ihm so den Zugang in die komplexe Thematik der Antibiotika zu erleichtern. Dies geschieht indem versucht wird Zusammenhänge zwischen den einzelnen Themen zu knüpfen und so eine Grundlage für eine konkrete Anwendung zu bilden. 

Bei dieser Anwendung handelt es sich um die Synthese eines Sulfonamids, welche in einem zweiten Teil der Arbeit, im Labor der Schule, durchgeführt wird. Als Grundlage diente das Dossier Sulfonamide, welches von drei Lehrern der Kantonsschule Baden erstellt und im Schwerpunktfach Biologie und Chemie angewendet wurde.

Die Ausgangslage, Durchführung (chemischen Vorgänge) und Resultate der Synthese werden dokumentiert und kommentiert.  Zum Schluss wird das eigens hergestellte Antibiotikum an acht verschiedenen Bakterienstämmen auf seine bakteriostatische Wirkung getestet. 

Zielsetzungen der Arbeit

Im theoretischen Teil der Arbeit besteht die Zielsetzung darin, den Leser in die Thematik, auf eine für ihn verständliche Weise, einzuführen und so auch ein gewisses Interesse für den Kern der Arbeit, die Synthese im praktischen Teil, zu wecken.

Das Hauptziel der Arbeit besteht folglich darin anhand der gegebenen Anleitung ein Antibiotikum eigens zu synthetisieren und dieses anschliessend zu testen.

Mit den Tests soll aufgeklärt werden, ob das selbstsynthetisierte Sulfonamid auch wirklich im Stande ist gegen bestimmte Bakterienstämme eine bakteriostatische Wirkung zu entfalten und diese somit zu hemmen. 

Daraus ergeben sich folgende Einzelziele:

· Die theoretischen Grundlagen und die Zusammenhänge zwischen den verschiedenen Bereichen des Themas auf eine verständliche und ansprechende Art vermitteln.

· Eine Basis an Grundkenntnissen für den praktischen Teil aufbauen.

· Im Labor ein Sulfonamid nach Anleitung in einer dreistufige Synthese eigens herstellen.

· Das synthetisierte Sulfonamid an verschiedenen Bakterienstämmen auf seine bakteriostatische Wirkung  testen und eine anschliessende Auswertung und Interpretation der Resultate.
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THEORETISCHER TEIL

3. Bakterien [1, 2]

Was sind Bakterien?

Bakterien (gr. bakterion = Stäbchen) sind die wichtigsten Vertreter der Prokaryonten, einer Gruppe von einzelligen Mikroorganismen. Bakterien können sich selbstständig fortpflanzen. Besondere Merkmale von Bakterien sind, dass sie keinen Zellkern besitzen. Dafür aber eine Zellwand, die zum Schutze der Organismen dient.

3.1. Arten von Bakterien

Bakterien können anhand ihrer Form oder anhand der Gramfärbung eingeteilt werden. Letzteres ist die zuverlässigere und genauere Methode der Einteilung.

3.1.1. Einteilung nach Form

Man unterteilt die Bakterien nach ihrer Form in drei Gruppen:

1. [image: image33.jpg]


Kokken 
(gr. kokkos = Kern, Beere) 
Kokken sind kugelförmige Bakterien. 

Beispiel: Streptokokken

Abb.1:  Streptokokken

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 315]

2. [image: image34.jpg]


Stäbchen 

Der grösste Teil der Bakterien, die bei 

Menschen Krankheiten hervorrufen können, 

sind Stäbchen.
Beispiel: Salmonellen

Abb.2:  Salmonellen

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 315]

3. [image: image35.jpg]


Andere

Diese Gruppe umfasst diejenigen Bakterien,

die in keine der anderen beiden Gruppen passen. Die Vertreter dieser Gruppe unterscheiden sich deshalb mehr voneinander als es in den anderen Gruppen der Fall ist. Es gibt sogenannte Spirochäten, Mykoplasmen, die keine Zellwand haben und Zellparasiten.

Bespiel: Spirochäten 

       

und Erythrozyten (rote Blutkörperchen)
Abb. 3:  Spirochäten und Erythrozyten

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 316]

3.1.2. Einteilung nach Gram-Färbung [1, 5, 9]

Die Einteilung der Bakterien wird anhand ihrer unterschiedlichen Anfärbung nach der Methode von Gram vorgenommen. Bei dieser Methode werden Bakterien auf einen Objektträger gegeben und in einem ersten Schritt mit blauem Farbstoff
 eingefärbt. Danach werden die Objektträger gewaschen und diejenigen, die wieder farblos sind (gram-negativ) in einem zweiten Schritt mit rotem Farbstoff
 erneut ein- bzw. gegengefärbt.

Die Bakterien färben sich schlussendlich entweder rot oder blau-violett. Der Grund für die eine oder andere Anfärbung ist der unterschiedliche Bau der Organismen. Gram-positive Bakterien haben eine dickere Zellwand, wodurch sich die blaue Farbe nicht mehr auswaschen lässt. Bei gram-negative Bakterien, mit einer dünneren Zellwand, bleibt folglich das Fuchsin, welches sie rot einfärbt, in der Zellwand,. So kann man die Bakterien in gram-positive (blau-violett) und gram-negativ (rot) einteilen.
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Abb. 4: blaugefärbte, gram-positive Bakterien namens Bacillus cereus (links),  rotgefärbte, gram-negative Bakterien namens Pseudomonas aeruginosa (rechts)

[http://de.wikipedia.org/wiki/Gramfärbung]

Die Methode der Gram-Färbung ist nach dem dänischen Arzt Hans Christian Gram (1853-1938†) benannt.

In der Medizin ist diese Art von Einteilung sehr wichtig, da einige Antibiotika nur gegen gram-positive bzw. gram-negative Bakterien ihre Wirkung hervorrufen können.

3.2 Genetische Eigenschaften von Bakterien

Da die Bakterien zu den Prokaryonten gehören, ist ihre DNA
 nicht im Zellkern, der  normalerweise durch eine Zellmembran vom Cytoplasma
 getrennt ist. Denn Prokaryonten besitzen wie im Abschnitt 3.1 erwähnt keine Zellkerne. So liegt die DNA bei denn Bakterien frei im Cytoplasma. Dieser Raum innerhalb der Zellwand, wo das Chromosom liegt nennt man auch Zelläquivalenz oder Nukleoid. 

Die Unterschiede im Aufbau der Zellen sind in den folgenden Abbildungen klar zu erkennen. Dies erklärt auch den unterschiedlichen Verlauf der Proteinbiosynthese
 bei Bakterien und pflanzlich/tierischen Lebewesen.
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Abb. 5:  (links) Aufbau einer prokaryontischen Zelle
  

[http://de.wikipedia.org/wiki/Bakterien]
Abb. 6:  (rechts) Aufbau einer eukaryontischen Zelle 

[Bütikofer, Markus, (2003): Biologie: Grundlagen und Zellbiologie, S. 126 ]

4. Geschichtlicher Abriss Antibiotika (AB)

4.1. Definition und Herkunft des Namens [2, 10]

Antibiotika (gr. αντιβιοτικόv = anstelle, gegen das Leben) sind Stoffe, die schon in geringer Konzentration das Wachstum und die Vermehrung von Bakterien oder Pilzen hemmen können.

4.2. Die Entdeckung von Antibiotika [7, 8, 10, 11]

4.2.1. Antibiotika

[image: image38.jpg]


1928 entdeckte der schottische Bakteriologe Alexander Fleming (1881-1955†)  eine Verunreinigung in einer seiner Bakterienkulturen. Dabei handelte es sich um einen Schimmelpilz (Penicillium notatum). Rund um den Pilz waren die Bakterien verschwunden. Fleming untersuchte dieses Phänomen weiter und stellte fest, dass eine vom Pilz produzierte Substanz vorlag, die eine abtötende Wirkung gegen alle gram-positiven Bakterien
 hervorrief. Er benannte die Substanz nach dem Namen des Pilzes: Penicillin. In Abbildung 8 ist die allgemeine Strukturformel von Penicillin zu sehen.


Abb. 7: A. Fleming

[http://myhero.com/images/science/fleming/fleming.gif]

[image: image39.png]



Abb. 8: Strukturformel von Penicillin (links) und variable Restgruppen (rechts)

[http://www.antibiotikamonitor.at/05_45/05_45_04.htm]

4.2.2. Chemotherapeutika

Die meisten Menschen glauben, dass Penicillin das erstentdeckte Antibiotikum sei. Doch dem ist nicht so. Zumindest wenn man die Chemotherapeutika berücksichtigt, welche zu Beginn des 20. Jahrhunderts noch von den Antibiotika getrennt wurden.

Die Wissenschaftler unterscheiden die beiden Gruppen nach der Art ihrer Herstellung : 

· Antibiotika werden aus Mikroorganismen natürlich hergestellt.

· Chemotherapeutika werden chemisch synthetisiert (hergestellt).

Heute verwendet man die beiden Begriffe als Synonyme.
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Wie schon angetönt gibt es also solche Chemotherapeutika, die noch vor dem Antibiotikum Penicillin entdeckt wurden. Namentlich handelt es sich dabei um die Arsenverbindung Salvarsan. 

Diese wurde im Jahre 1909 vom deutschen Chemiker Paul Ehrlich (1873-1915†) und vom japanischen Bakteriologen Sahachiro Hata (1873-1938†) entwickelt. 

Mit der Entwicklung von Salvarsan (lat. salvare = retten) war ein wichtiger Schritt in der Geschichte der Arzneimittelforschung getan. Denn zum ersten Mal konnten Krankheiten wie Syphilis
 effektiv bekämpft werden. 
Abb. 9: Salvarsan: Strukturformelvorschläge 


von Ehrlich[1] und Lloyd [2] 

[http://de.wikipedia.org/wiki/Salvarsan]

In Abbildung 9 sind drei verschiedene Strukturformelvorschläge für Salvarsan zu sehen. Der erste Vorschlag ist die von Paul Ehrlich vorgeschlagene Struktur.

Die Strukturen zwei und drei sind von Nicholas C. Lloyd u.a. und zeigen ein Trimer[2]
 bzw. Pentamer[3].

Verschiedene Nebenwirkungen, die mit der Zeit auftraten, führten dazu, dass Salvarsan medizinisch nicht mehr eingesetzt wurde. An seine Stelle trat schliesslich das Penicillin, welches sich bis heute bewährt hat. 

Bevor das Penicillin aber umfassend erforscht war und als offizielles Produkt auf den Markt kam, wurde eine weitere Gruppe von Chemotherapeutika entdeckt: Die Sulfonamide.

4.3. Sulfonamide [12, 13, 14]

Die Sulfonamide sind eine Gruppe von Antibiotika, die eine hemmende Wirkung bei der Folsäuresynthese von Bakterien erzeugen. Der genaue Ablauf dieses Hemmungsvorgangs wird im Kapitel 5.1.3. erläutert. In Abbildung 10 ist die allgemeine Strukturformel der Sulfonamide zu sehen.
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Abb. 10: Allgemeine Strukturformel der Sulfonamide, mit einer variablen Restgruppe R.

[ISIS Draw 2.5]

Im Jahre 1935 brachte der deutsche Bakteriologe Gerhard Domagk (1895-1964†) mit Prontosil das erste Sulfonamid als Medikament auf den Markt. Die Ergebnisse waren erstaunlich. Das neue Produkt war so erfolgreich, dass sogar A. Fleming der Entdecker des Penicillins den Sulfonamiden den Vorrang gab. Durch Prontosil konnten Krankheiten wie die gefürchteten Streptokokkeninfektion erstmals bekämpft werden.
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Abb. 11: Verkaufsformen von Prontosil (links)
Strukturformel von Prontosil (rechts)

[http://www.dutly.ch/domagk/dom.html]



[http://de.wikipedia.org/wiki/Prontosil]

So standen die Sulfonamide für ein kurze Zeit an der Spitze der Antibiotikaforschung. Schlussendlich waren es aber doch die Penicilline, die sich durchzusetzen vermochten. Gründe dafür: Auf der einen Seite ihre Herstellung aus Mikroorganismen und auf der anderen Seite ihre Wirkung, welche im Kapitel 5.1.1 erläutert wird.
4.4. Die heutige Bedeutung von Antibiotika

Beinahe täglich hört man Menschen von Antibiotika sprechen. Kein Wunder, da die Antibiotika heutzutage zu den wichtigsten Medikamenten gehören. Im Verlauf des 20. Jahrhunderts nahm der Verbrauch laufend zu, da unter anderem die Ärzte sehr schnell auf diese Medikamentengruppe zurückgriffen. 

Heute ist klar, je mehr Antibiotika verschrieben werden, desto mehr gelangen in die Umwelt und desto grösser wird das Problem der Resistenzbildung. Dieses Problem wird im Kapitel 7 erläutert.

5. Typen von AB und deren Wirkprinzipien

Da es unterschiedliche Bakterienarten gibt, braucht es auch unterschiedliche Medikamente, um sie zu bekämpfen. In diesem Kapitel werden verschiedene Antibiotikatypen und ihre Wirkungsweisen vorgestellt.
5.1. Typen von AB [1, 2]

Bakteriostatisch oder Bakteriozid?

Bei Antibiotika unterscheidet man zwei Wirkungsweisen. Bei der bakteriostatischen Wirkung wird ein Bakterium durch das Antibiotikum nur gehemmt und danach durch das körpereigene Immunsystem beseitigt. Bei der bakterioziden Wirkung wird das Bakterium abgetötet.

Eine weitere Einteilungsmöglichkeit für Antibiotika ist die Unterscheidung der Zellwandsynthesehemmer und der genetischen Hemmer, wobei man die genetischen Hemmer in Proteinbiosynthesehemmer und Hemmer der bakteriellen Folsäuresynthese weiter unterteilt.

In Abbildung 12 sehen Sie eine Übersicht aller AB-Gruppen, die in diesem Kapitel vorgestellt werden. (Breit-, Mittel- und Schmalbandantibiotika
)
AB-Gruppe

AB-Typen



Wirkungsweise
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Abb. 12: Überblick der AB-Typen, die in diesem Kapitel vorgestellt werden.

[eigene Abbildung]
5.1.1. Zellwandsynthesehemmer oder β-Lactame [3, 7]

Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe sind die Penicilline mit ihren Derivaten
. Das Merkmal und gleichzeitig das Hauptinstrument für die Hemmung ist der sogenannte β-Lactamring in ihrer Struktur. Dieser Ring stellt den reaktivsten Teil des Moleküls dar und ist verantwortlich für die hemmende Wirkung. Ist dieser Ring in irgend einer Weise zerstört, kann das Antibiotikum seine Wirkung nicht entfalten.

In Abbildung 13 ist die allgemeine Struktur von Penicillin zu sehen und ein Beispiel mit einer Benzylgruppe als Rest.
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Abb. 13: Strukturformel von Penicillin (links) und Modell des 

Benzyl-Penicillins  (rechts)



[Strayer, Lubert, (2002): Biochemie 5. Auflage, S. 236]

Am Beispiel des Penicillins wird nun der genaue Hemmungsvorgang erklärt: 

Die Zellwand von Bakterien ist aus mehreren Peptidglykan-Makromolekülen
 aufgebaut, die miteinander vernetzt sind. Diese Moleküle entstehen während der Zellwandsynthese. Wie der Name sagt, wird dadurch die Zellwand hergestellt.

Dieser Herstellungsvorgang erfolgt in mehreren Schritten. Der letzten Schritt der Zellwandsynthese, die sogenannte Quervernetzungsreaktion erfolgt, indem ein Glycinrest einer Aminosäure mit einem anderen Peptid
 reagiert. Hier handelt es sich um ein R-D-Ala-D-Alaninpeptid. 
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Abb. 14: Quervernetzungsreaktion: Ein Glycinrest greift die Peptidbindung zwischen den zwei Alanineinheiten an und erzeugt so eine Quervernetzung.
[Strayer, Lubert, (2002): Biochemie 5. Auflage, S. 236]

Der Quervernetzungsvorgang wird durch das Enzym
 Glykopeptid-Transpeptidase katalysiert. 

Im Normalfall würde bei der Reaktion noch ein Acyl-Enzym-Zwischenprodukt entstehen, wie in Abbildung 15 zu sehen ist.
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Abb. 15: Die Transpeptidierungsreaktion wie sie verläuft ohne Einwirkung eines Antibiotikums: Ein Acyl-Enzym-Zwischenprodukt entsteht indem das R-D-Ala-D-Alaninpeptid durch das Enzym katalysiert wird.

[Strayer, Lubert, (2002): Biochemie 5. Auflage, S. 236]
Da die Penicillinstruktur der Struktur des R-D-Ala-D-Alaninpeptids  aber sehr ähnlich ist, greift das Antibiotikum hier ein. Man spricht von der Strategie des trojanischen Pferdes. Denn das Penicillin ahmt das R-D-Ala-D-Alaninpeptid nach und bindet sich so mit dem Enzym. Folglich entsteht kein Acyl-Enzym-Zwischenprodukt wie in Abbildung 15 zu sehen ist, sondern ein Penicilloyl-Enzym-Komplex,  welcher nicht weiter reagiert.

Auf diese Weise kann das Antibiotikum die Funktion des Enzyms hemmen und so die Quervernetzung verhindern. Folglich wird dadurch die Zellwandsynthese unterbrochen.



Abb. 16: Vergleich von Penicillin und Glykopeptid-Transpeptidase


[Strayer, Lubert, (2002): Biochemie 5. Auflage, S. 236]
5.1.2. Hemmer der Proteinbiosynthese und der Replikation [1, 2]

Die Proteinbiosynthese ist die Herstellung eines Proteins aus einer bestimmten Kombination von unterschiedlichen Aminosäuren. Die Kombination erfolgt nach Anleitung der Erbinformationen, die zuvor von der DNA auf die m-RNA kopiert wird (Transkription). Diese Kopie wandert danach zu den Ribosomen
, die sich im Cytoplasma befinden. Dort werden sie zum Protein übersetzt (Translation). Der ganze Vorgang läuft im Innern jeder Zelle ab.

Da die Proteinbiosynthese bei Bakterien anders verläuft als bei Eukaryonten, können die Antibiotika in diesen Vorgang eingreifen und so eine hemmende Wirkung erzeugen. Die Herstellung der Proteine in den Zellen ist in zwei Teilschritte gegliedert. Somit kann während jedem Schritt ein auf diesen Bereich spezialisiertes Antibiotikum in die Synthese eingreifen.

5.1.2.1. Transkription

Bei der Transkription wird durch das Enzym RNA-Polymerase eine Kopie mit den benötigten Erbinformation für die Bioproteinsynthese hergestellt. Diese Kopie wird m-RNA genannt.

Bakteriozide Antibiotika wie Rifampicin töten das Enzym ab und somit kann die Kopie mit den Erbinformationen nicht hergestellt werden.

Abb. 17: Transkription

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 319]

5.1.2.2. Translation 

Die bei der Transkription hergestellte m-RNA dockt schliesslich an das Ribosom an, welches die Informationen übersetzt. Eine sogenannte t-RNA (Transport), die bereits mit der entsprechenden Aminosäure verknüpft ist, bringt die t-RNA ans Ribosom. Pro Aminosäure gibt es genau eine t-RNA. Nachdem eine Aminosäure angefügt wurde rückt das Ribosom ein wenig weiter, damit die Nächste angekettet werden kann. So entsteht schliesslich ein Protein.
Da das Ribosom in zwei Untereinheiten unterteilt ist und es pro Untereinheit zwei Hemmungsarten möglich sind, gibt es insgesamt vier unterschiedliche Hemmungsvorgänge.

30 S-Untereinheit


1. Hemmungsvorgang: Antibiotika wie Tetracycline hemmen die Anlagerung der t-RNA an die m-RNA. Somit gelangt die t-RNA mit der Aminosäure nicht ans Ribosom und die Proteinbiosynthese ist unterbrochen.

Abb. 18: Translation: Hemmung der t-RNA während der Andockung an die 30 S-Untereinheit

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 319]
2. Hemmungsvorgang: Antibiotika wie Aminoglykoside gelangen über das bakterielle Transportsystems in die Bakterienzelle, wo sie dann ihre bakteriozide Wirkung am Ribosom ausüben können indem sie eine falsche t-RNA zum Ribosom senden.

Abb. 19: Translation: bakteriozide Wirkung an der 

t-RNA

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 319]

50 S-Untereinheit

1. Hemmungsvorgang: Antibiotika wie die Gruppe der Makrolide verhindern durch ihre bakteriostatische Wirkung das Weiterrücken des Ribosoms und blockieren so die Proteinbiosynthese. Diese Gruppe von Antibiotika haben sehr wenig Nebenwirkungen und werden dementsprechend oft angewendet.

Abb. 20: Translation: Das Weiterrücken des Ribosoms wird durch das Makrolid gestört. 

[Horn, Florian, (2005): Biochemie des Menschen, S. 319]
2. Hemmungsvorgang: Damit die verschiedenen Aminosäuren zusammengehängt werden können und so ein Protein entstehen kann, braucht es gewisse Enzyme. Eines davon ist die Peptid-Synthetase, die durch ein einziges Antibiotikum gehemmt werden kann. Durch das Chloramphenicol.

5.1.2.3. Replikation

Unter Replikation versteht man das Vervielfachen der DNA. Das Enzym Topoisomerase II, auch Gyrase genannt, hat die Funktion die DNA zu öffnen, damit sie kopiert werden kann.

Gyrasehemmende Antibiotika blockieren dieses Enzym und unterbrechen die  Replikation somit.

5.1.3. Sulfonamide oder Folsäureantagonisten [4]

5.1.3.1. Allgemeines zur Folsäure [17]

Folsäure ist ein wasserlösliches Vitamin, welches aus den Bestandteilen Tetrahydropteridin, p-Aminoberzoesäure und Glutamat besteht. Oft trifft man es auch unter dem Namen Folat oder Tetrahydrofolat an. 



Abb. 21: Strukturfomel von Folsäure


[http://de.wikipedia.org/wiki/Folsäure]

Da Säugetiere das Tetrahydropteridin nicht selbst synthetisieren können, ist es wichtig, genug Folsäure mit der Nahrung aufzunehmen. Experten empfehlen eine tägliche Ration von 200 Mikrogramm. Wichtige Folsäurelieferanten sind Vollkornprodukte, Leber, grünes Blattgemüse, Karotten, Tomaten, Eigelb und Nüsse. Folsäuremangel erhöht die Gefahr von Herz-Kreislaufkrankheiten und Frühgeburten. 

5.1.3.2. Ablauf der bakteriellen Folsäuresynthese

Im Gegensatz zu Säugetieren sind Bakterien in der Lage Folsäure selbst herzustellen. Die Synthese erfolgt in drei Schritten.

In einem ersten Schritt wird Dihydropteridin mit p-Aminobenzoesäure verbunden. Die Reaktion wird durch das Enzym Dihydropteroinsäure-Synthase katalysiert. 


Abb. 22: 1. Schritt der Folsäuresynthese: Dihydropteridin reagiert mit p-Aminobenzoesäure unter Einwirkung des Enzyms Dihydropteroinsäure-Synthase zu Dihydropteroinsäure

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 6]

Im zweiten Schritt der Herstellung von Folsäure wird das Produkt des ersten Schrittes mit Glutamat verbunden. Auch diese Reaktion, wie fast jede Reaktion in einem Lebewesen wird durch ein Enzym katalysiert. Namentlich handelt es sich dieses Mal um die Dihydrofolsäure-Synthase. Als Produkte entsteht die Dihydrofolsäure und Wasser.


Abb. 23 : 2. Schritt der Folsäuresynthese: Das Produkt des ersten Schrittes, Dihydropteroinsäure verbindet sich, in einer, durch das Enzym Dihydrofolsäure-Synthese katalysierten, Reaktion, mit Glutamat. Es entsteht Dihydrofolsäure. 

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 10]

Im dritten und letzten Schritt der Folsäuresynthese reagiert die Dihydrofolsäure mit dem Enzym Dihydrofolsäure-Reduktase zu Tetrahydofolsäure. Betrachtet man diese Reaktion genauer, so kann man erkennen, dass nur die Doppelbindung des zweiten Rings wegfällt und der Stickstoff (N2) sich dafür mit Wasserstoff (H2) verbindet. Diese Art chemischer Reaktionen nennt man Reduktion. Dabei wird entweder Sauerstoff (O2) entzogen oder Wasserstoff (H2) zugeführt.


Abb. 24: 3. Schritt der Folsäuresynthese: Im letzten Schritt der Synthese von Folat reagiert die Dihydrofolsäure zu Tetrahydrofolsäure. Die Katalysierung erfolgte durch das Enzym Dihydrofolsäure-Reduktase.

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 11]
5.1.3.3. Hemmung der bakteriellen Folsäuresynthese

Betrachtet man die Strukturformel von p-Aminobenzoesäure etwas näher, fällt auf, dass sie der allgemeinen Struktur von Sulfonamiden sehr ähnlich sieht. In Abbildung 25 wird der direkte Vergleich gezeigt.


Abb. 25: Vergleich von p-Aminobenzoesäure und der allgemeinen Struktur 

von Sulfonamiden

[http://www.uni-bayreuth.de/departments/ddchemie/umat/antibiotika1/antibiotika1.htm]

Es erstaunt daher nicht, dass die Sulfonamide in diesem Syntheseschritt ihre hemmende Wirkung entfachen. An der Stelle von p-Aminobenzoesäure wird ein Sulfonamid mit Dihydropteridin verbunden. Das Enzym Dihydropteroinsäure-Synthase wird währenddem es seine katalytische Funktion ausübt vom Sulfonamid gehemmt. Somit nimmt nicht nur die Konzentration an Enzymen mehr und mehr ab, sondern auch die Folsäuresynthese.

5.1.3.4. Folgen der Hemmung der bakteriellen Folsäuresynthese

Wie schon im Kapitel 5.1.2. haben auch die Folsäureantagonisten (Kap. 5.1.3.) Auswirkungen auf die Proteinbiosynthese. Denn die Folsäure spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung der Aminosäure Thymin, einem Bestandteil der DNA. Beim letzten Schritt der Thyminbildung tritt ein Tetrahydrofolatderivat (Derivat des Endproduktes der Folsäuresynthese) als Donator
 auf. Ist dieses Derivat zuvor durch ein Antibiotikum gehemmt worden, kann es an dieser Stelle seine Aufgabe nicht gleich erfüllen und somit wird die Thyminbildung unterbrochen. Fehlt diese Aminosäure so wird die Proteinbiosynthese unterbrochen.

5.2. Vergleich Sulfonamide/Penicilline

	
	Sulfonamide
	Penicilline

	Wirkungsweise
	bakteriostatisch
	bakteriozid

	AB-Art
	Mittelbandantibiotika
	Mittelbandantibiotika

	Hemmungsart
	Hemmung der bakteriellen Folsäuresynthese
	Hemmung der Zellwandsynthese

	Herstellung
	chemisch synthetisiert
	aus Mikroorganismen hergestellt

	Resistenzen
	Die Resistenzbildung bei Sulfonamiden ist sehr schnell, da sie nur genau an einer Stelle im Stoffwechsel ihre Wirkung entfachen.
	Vermehrt treten auch bei Penicillinen Resistenzen auf, obwohl die Gruppe der Penicilline mehrere Angriffsstellen hat.

	Anwendung
	Heute nur noch in Kombination mit anderen AB
	Häufige Anwendung gegen eine Vielzahl von verschiedenen Krankheitserregern


Tab. 1: Vergleich Sulfonamide und Penicilline

6. Organische Synthese [2, 4]

In diesem Kapitel werden die drei Synthesearten vorgestellt, die danach im praktischen Teil verwendet werden, um ein Sulfonamid herzustellen. Zweimal handelt es sich um eine Substitution. Diese liegt vor, wenn ein Atom oder eine funktionelle Gruppe durch eine andere ersetzt wird.

6.1. Elektrophile Substitution 

Im ersten Schritt der Synthese reagiert Acetanilid mit Chlorsulfonsäure. Der Benzolring von Acetanilid hat durch sein delokalisiertes Elektronensystem eine Anhäufung negativer Ladung. Die Chlorsulfonsäure ihrerseits hat aufgrund ihrer Polarität beim Schwefelatom eine positive Teilladung, was einem Elektronenmangel gleichkommt. Stoffe, welche Elektronenmangel vorweisen, werden von Stoffen mit Elektronenüberschuss angezogen. Deshalb bezeichnet man sie auch als elektrophil (gr. philos = liebend).  

Somit zieht das Acetanilid die Chlorsulfonsäure an bzw. die Chlorsulfonsäure greift am Benzolring an. Dabei bestehen drei Möglichkeiten, wie in Abbildung 26 zu sehen ist.



Abb. 27: Strukturformel der 



         Chlorsulfonsäure

                               [Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und                                             Wirkungsweise ei   Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 6]

Abb. 26: Strukturformel von Acetanilid, mit den drei Angriffsmöglichkeiten ortho, meta und para für die Chlorsulfonsäure. 

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 2]

Während die Chlorsulfonsäure bei der para-Substitution anlagert, wird das delokalisierte Elektronensystem gestört. Denn durch den Angriff der Chlorsulfonsäure verschwindet eine Doppelbindung vorübergehend, aufgrund der Oktettregel
. Wie in Abbildung 28 gezeigt ist, wird danach ein Elektron der H-Bindung bei der para-Substitution zur Stabilisierung verwendet. Somit ist das für die Natur günstige delokalisierte Elektronensystem wieder vorhanden. Zusätzlich wird ein negativ geladenes Chloridion und ein positiv geladenes Wasserstoffion frei.

Immer noch im ersten Schritt der dreistufigen Synthese reagiert ein zweites Chlorsulfonsäuremolekül mit dem Produkt der ersten Substitution. Durch diese Reaktion wird die OH-Gruppe ganz unten durch ein Chloratom ersetzt, da dieses im 

zweiten Syntheseschritt besser durch eine Aminogruppe ersetzt werden kann.. Dadurch entsteht eine Chlorsulfonylgruppe. 

Übersicht vom ersten Schritt der Synthese:


Abb. 28: Ausführlicher Reaktionsmechanismus vom ersten Schritt der Synthese: Acetanilid reagiert zweimal mit Chlorsulfonsäure zu p-Acetamidobenzolsulfonylchlorid (p-ABSC)

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 6]
6.2. Nucleophile Substitution

Beim zweiten Schritt der Synthese wird das Chloratom von p-ABSC durch eine Aminogruppe ersetzt, indem man Ammoniak (NH3) hinzu gibt. Da das Stickstoffatom (N2) des Ammoniaks über eine negative Teilladung verfügt, wird es vom Schwefelatom der Sulfonylgruppe angezogen. So kommt es zu einer erneuten Substitution.

Solche Reaktionen bezeichnet man als nukleophil (gr. nucleus = Kern), da die positiven Teilladungen, aufgrund der Protonen im Atomkern entstehen. 

Wie im ersten Syntheseschritt gibt es auch hier zwei Teilreaktionen, die schliesslich zur gewünschten Amino-Gruppe führen. Nach einmaliger Zugabe entsteht eine saure positivgeladene NH3-Gruppe. Bei der zweiten Reaktion mit Ammoniak gibt diese Säure bereitwillig ein H+-Atom ab und somit wird die Aminogruppe (NH2) realisiert.

Abb. 29: In der zweiten Stufe der Synthese reagiert Ammoniak zweimal mit p-ABSC. Dadurch wird das Chlor-Atom von p-ABSC durch eine Aminogruppe ersetzt.

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 7]
6.3. Deprotonierung

Im letzten Schritt der Synthese des Sulfonamids wird zuerst durch Hydrolyse
 die Acetyl-Schutzgruppe (siehe Abb. 30) entfernt. Sie wird als Schutzgruppe bezeichnet, weil sie die Aminogruppe, die sie enthält vor einer Reaktion schützt. Die Schutzgruppe verschwindet schliesslich und es entsteht vorübergehend eine NH3+-Gruppe.
Abb. 30: Durch Hydrolyse wird die Acetyl-Gruppe entfernt. An ihre Stelle tritt eine NH3+-Gruppe.
[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 9]

Dieser Säure wird dann mit einem Hydrogencarbonat-Ion (HCO3-) ein H+ entzogen. Somit erklärt sich auch der Name der Reaktion: Deprotonierung oder eben Protonenentzug. 

Nach diesem dritten Syntheseschritt resultiert Sulfanilamid plus Kohlensäure H2CO3, welches in Wasser H2O und Kohlenstoffdioxid CO2 zerfällt.


Abb. 31: Deprotonierung: Durch die Zugabe eines Hydrogencarbonat-Ions wird der NH3+-Gruppe ein H+ enzogen  und es entsteht eine Aminogruppe.

[Lipscher, Juraj, (2003): Sulfonamide, Herstellung und Wirkungsweise eines Antibiotikums, S. 10]
7. AB-Resistenzen [15,16]

7.1. Definition [16]

Unter Resistenz (lat. die Widerstandfähigkeit) versteht man die Unempfindlichkeit gegen etwas. In diesem Falle handelt es sich um Bakterien oder andere Krankheitserreger die immer häufiger eine Resistenz gegen Antibiotika entwickeln. Dadurch wird der Einsatz von AB immer schwieriger.

7.2. Entstehung von AB-Resistenzen

Allgemein können Resistenzen entstehen, wenn Antibiotika bei zu vielen Menschen angewendet werden. Im Detail sieht die Sache wie folgt aus: Zuerst wird ein Antibiotikum verabreicht, welches sofort an einer oder mehreren Stellen die Bakterien angreift. Da Bakterien eine sehr kurze Generationenzeit haben, vermehren sie sich noch bevor sie zerstört sind. Es folgen weitere Vermehrungen und damit Mutationen
, die sich immer besser an das Antibiotikum anpassen können. Je öfter dieses Antibiotikum eingesetzt wird, desto näher gelangen die Bakterien an die resistente Form.

Deshalb ist es wichtig, dass die Ärzte wenn möglich alternative Medikamente verschreiben, um den Einsatz von AB möglichst gering zu halten. Auch Kombinationen von mehreren Antibiotika sind ein Möglichkeit.

7.3. Arten von AB-Resistenzen

Man unterscheidet zwei Arten von Resistenzen:

· Die primäre AB-Resistenz: Darunter versteht man Antibiotika, die nur gegen eine bestimmte Gattung oder Spezies nicht wirken.

· Die sekundäre AB-Resistenz: Oft auch unter der Bezeichnung erworbene Resistenz aufzufinden, da hier die Wirkung von AB mit der Zeit verloren geht. Eine mögliche Ursache ist eine spontane Mutation der Bakterien durch Vermehrung.

7.4. Folgen und Probleme

Ein Problem ist, dass sich die AB-Resistenzen zuerst sehr langsam verbreiten und oft unbemerkt bleiben. Plötzlich geht es dann sehr schnell und falls nichts unternommen wird, steigt die Infektionsgefahr enorm. 

Folgen sind, dass jährlich Hunderte von Menschen Blutvergiftungen erleiden oder sogar sterben aufgrund der AB-Resistenz. 

In den folgenden drei Tabellen ist dargestellt, wie viel Prozent der Streptokokken auf das getestete Antibiotikum anfällig, in einem mittleren Stadium oder bereits resistent sind. n steht für die Anzahl der getesteten Patienten.

	Streptokokken
	2006 - Ostschweiz

	
	anfällig
	mittelfristig
	resistent
	n

	Makrolide
	86.6
	2.4
	11.0
	127

	Penicilline
	90.2
	5.3
	4.5
	132

	Tetracycline
	90.3
	1.4
	8.3
	72


Tab. 2: Die Lage der Antibiotikaresistenz von Streptokokken in der Ostschweiz in Jahr 2006. Getestet wurden Makrolide, Penicilline und Tetracycline.

[http://www.search.ifik.unibe.ch/de/resistancedataselection.shtml]
	Streptokokken
	2006 - Westschweiz

	
	anfällig
	mittelfristig
	resistent
	n

	Makrolide
	80.6
	1.5
	18.0
	206

	Penicilline
	81.2
	15.8
	3.0
	202

	Tetracycline
	89.1
	2.6
	8.3
	156


Tab. 3: Die Lage der Antibiotikaresistenz von Streptokokken in der Westschweiz in Jahr 2006. Getestet wurden Makrolide, Penicilline und Tetracycline.

[http://www.search.ifik.unibe.ch/de/resistancedataselection.shtml]
	Streptokokken
	2006 - Zentralschweiz

	
	anfällig
	mittelfristig
	resistent
	n

	Makrolide
	89.4
	1.9
	8.7
	264

	Penicilline
	95.5
	4.3
	0.3
	398

	Tetracycline
	92.4
	1.5
	6.1
	66


Tab. 4: Die Lage der Antibiotikaresistenz von Streptokokken in der Zentralschweiz in Jahr 2006. Getestet wurden Makrolide, Penicilline und Tetracycline.

[http://www.search.ifik.unibe.ch/de/resistancedataselection.shtml]

PRAKTISCHER TEIL

8. Synthese eines Sulfonamids [4]

Die Synthese wurde nach der Anleitung im Dossier „Sulfonamide“ im Labor des Gymnasiums Alpenstrasse unter der Beaufsichtigung von Herrn Daniel Müller durchgeführt. 

Der ganze Herstellungsvorgang dauerte in etwa 7h und beinhaltete drei Synthese- und einen Reinigungsschritt.

8.1. Experimentelle Durchführung

8.1.1. Syntheseschritt I

Geräte und Chemikalien

	Geräte
	Chemikalien

	Dreihalskolben 250ml

Tropftrichter und Glasstopfen

Thermometer (-10 bis 100˚C)

Klammern, Uhrglas

Bunsenbrenner, Fön

ITW (destilliertes Wasser)

Eisbad in einem Kunststoffbehälter

Becherglas 1000ml

Nutsche mit Filterpapier

Holzspatel, Schliffstopfen
	Acetanilid 13.5g

Chlorsulfonsäure 33ml

Eis


Tab. 5: Die für den ersten Syntheseschritt verwendeten Geräte und Chemikalien

Experimentelle Durchführung

In einem Uhrglas werden genau 13.5g Acetanilid, welches in kristalliner Form vorliegt, gewogen und anschliessend in den 250ml Dreihalskolben gegeben. Der Kolben befindet sich in der Kapelle, wo man anschliessend mit dem Bunsenbrenner das Acetanilid verflüssigt und später im Eisbad wieder abkühlen lässt, bis es sich vollständig verfestigt. 

Heikel ist die danach folgende Zugabe der Chlorsulfonsäure in den Tropftrichter auf dem Dreihalskolben. Äusserste Vorsicht ist geboten, da die Chlorsulfonsäure stark ätzend ist. Unter Anhebung des Eisbades öffnet man den Tropftrichter wenig später und lässt so die Chlorsulfonsäure in den Dreihalskolben fliessen, wo sie mit dem Acetanilid zu reagieren beginnt. Sobald die Temperatur auf 20 C gesunken ist, wird der Tropftrichter vorsichtig entfernt und der Kolben vorsichtig mit einem Fön erwärmt, bis keine Schaumbildung mehr vorliegt. Anschliessend gibt man das flüssige Reaktionsgemisch, in mehreren Portionen, in ein Becherglas mit Eisstückchen, wo es heftig zu reagieren beginnt. Zum Schluss nutscht man das pastöse
 Produkt ab und wäscht mit ITW (destilliertes Wasser) nach. In den Abbildungen 32 und 33 ist der Versuchsaufbau für den ersten Syntheseschritt zu sehen.

Abb. 32: Versuchsaufbau:

- 1  Eisbad

- 2  Dreihalskolben

- 3  Thermometer

- 4  Tropftrichter

Abb. 33: Die Flasche mit der Chlorsulfonsäure (links), der Versuchsaufbau für den ersten Syntheseschritt (Mitte) und das kristalline Acetanilid (rechts)

Beobachtungen
Nach der Zugabe der Chlorsulfonsäure setzt die Reaktion mit dem Acetanilid sofort ein. Erkennbar ist die Reaktion durch Schaumbildung. Ausserdem wurde die Reaktion durch den freiwerdenden Chlorwasserstoff verdeutlicht.  Die anschliessende Erwärmungsphase mit dem Fön muss sachte geschehen, damit die Schaumbildung in Grenzen gehalten werden kann. Nach einer halben Ewigkeit geht es dann plötzlich sehr schnell und der Schaum verschwindet bis auf einige Reste. Wenn man das Gemisch danach in das mit Eisstückchen vorbereitete Becherglas gibt, reagiert es sehr heftig. Man darf es unbedingt nur portionenweise zugeben, sonst spritzt es hinaus. Die Reaktion klingt nach und nach ab.

8.1.2. Syntheseschritt II
Geräte und Chemikalien

	Geräte
	Chemikalien

	Ölbad mit Thermostat, Magnetfisch

Erlenmeyerkolben 500ml

Messzylinder 100ml

Eisbad in einem Kunststoffbehälter

Haushaltspapier und Kleenextüchlein

Pasteurpipette, Glasstab

Indikatorpapierstreifen 

Nutsche mit Filterpapier

ITW und Eiswasser

Pillenglas + Gummi, Stativ
	Ammoniak 75ml

Chlorsulfonsäure 33ml

Salzsäure (1:1) 50ml


Tab. 6: Die für den zweiten Syntheseschritt verwendeten Geräte und Chemikalien

Experimentelle Durchführung

Das Produkt des ersten Schrittes befindet sich nun in einem 500ml Erlenmeyerkolben, wo 75ml Ammoniak unter Rühren zugegeben werden, bis sich das Gemisch nicht mehr weiter verfestigt. Danach taucht man das Gefäss in das vorbereitete Ölbad und heizt es so. Nach Ablauf von 30 Minuten muss das Reaktionsgemisch durch vorsichtiges Schwenken in einem Eisbad abgekühlt werden. Nun wird das Gemisch durch drei halbvolle Pasteurpipetten mit halbkonzentrierten Salzsäure sauer gemacht. Der ganze Vorgang wird mit ständigem Messen des pH-Wertes kontrolliert. Nach einer weiteren Abkühlungsphase im Eisbad nutscht man das Produkt ab und wäscht mit wenig Eiswasser nach. 


Abb. 34: Erlenmeyerkolben im Ölbad


Abb. 35: Grosse Nutsche
Beobachtungen

Nach der Zugabe von Ammoniak entwickelte sich nur eine sehr geringe Reaktion, kaum wahrnehmbar. Übrig blieb ein Gemisch mit feinen weissen Stückchen. Das Ganze mischte sich also kaum. Beim  Erhitzen im Ölbad löst sich das weissliche Pulver nach und nach, nur am Rand bleibt noch ein kleiner Rückstand. 

8.1.3. Syntheseschritt III

Geräte und Chemikalien

	Geräte
	Chemikalien

	Rundkolben 500ml

Ölbad mit Thermostat, Magnetfisch

Rückflusskühler + Wasserschläuche

Stativ , Klammern, Kunststofflöffel

Eisbad in einem Kunststoffbehälter

Erlenmeyer 500ml

Indikatorpapierstreifen

Nutsche mit Filterpapier

ITW und Eiswasser
	Salzsäure (1:1) 50ml

Natriumhydrogencarbonat 100g


Tab. 7: Die für den dritten Syntheseschritt verwendeten Geräte und Chemikalien

Experimentelle Durchführung

9.48g schwer ist das p-ABSA, das Produkt des zweiten Syntheseschritts. Doppelt soviel halbkonzentrierte Salzsäure werden nun in ml abgemessen und zum p-ABSA in den Rundkolben gegeben, bevor man das Gemisch im Ölbad bei 120ºC heizt. Zusätzlich wird dieses Mal ein Rückflusskühler auf dem Rundkolben angebracht, um die Reaktion zu kühlen und das siedende Gemisch wieder zu kondensieren. Nach Ablauf von 30 Minuten überführt man das Gemisch in einen 500ml Erlenmeyerkolben. Danach macht man die Flüssigkeit durch Zugabe von 5-7 Löffeln Natriumhydrogencarbonat leicht basisch. Die Kontrolle erfolgt abermals durch Indikatorstreifen. Nach einer anschliessenden Abkühlungsphase filtriert man das Produkt mit Hilfe einer grossen Nutsche ab. 

Abb. 36: Ein ins Ölbad getauchter Rundkolben mit Rückflusskühler

Beobachtungen

Schon nach 10-15 Minuten war im Ölbad das weissliche Pulver aufgelöst. Bei der Bestimmung des pH-Wertes brachte es 5-7 Löffel Natriumhydrogencarbonat, erst dann war ein leicht basischer Wert erreicht. Dafür setze beim letzten Löffel eine heftige Schaumentwicklung ein, die erst nach einer Weile wieder zurück ging. Durch das Natriumhydrogencarbonat wurde das saure Gemisch neutralisiert und die Substanz wurde wieder milchig weiss, mit weissem Niederschlag. Beim anschliessenden Kühlen im Eisbad wurde das Freiwerden von CO2 durch kleine Bläschen sichtbar. Das Produkt vor dem Abnutschen war sehr klebrig und konnte nur durch mehrfaches nachspülen vollständig filtriert werden. 

8.1.4. Reinigung

Geräte und Chemikalien
	Geräte
	Chemikalien

	Rundkolben 250ml

Stativ

Ölbad mit Thermostat, Magnetfisch

Rückflusskühler + Wasserschläuche

Klammern , Spatel und Fön

Trichter Ø = ca. 7 cm

Eisbad in einem Kunststoffbehälter

Nutsche mit Filterpapier

ITW und Eiswasser

Pillenglas + Gummi
	Aktivkohle


Tab. 8: Die für die Reinigung verwendeten Geräte und Chemikalien

Experimentelle Durchführung
Im letzten Schritt der Synthese wird pro Gramm Sulfanilamid 12ml ITW mit dem Produkt in einen 250ml Rundkolben gegeben. Diesen taucht man anschliessend, wieder mit Rückflusskühler versehen, ins Ölbad und beginnt zu heizen. Nachdem sich das kristaline Sulfanilamid vollständig gelöst hat, wird eine Spatelspitze Aktivkohle, zur Reinigung, dazugegeben. Schliesslich filtriert man das Gemisch in einem Trichter, der durch einen Fön leicht erhitzt wird, ab. Bei Raumtemperatur kühlt das Gemisch danach ab, bevor es im Eisbad noch zusätzlich gekühlt wird. Dabei kristalisiert das Sulfanilamid weisslich aus. Erneut wird die Nutsche verwendet, um das endgültige Produkt zu erhalten.


Abb. 37: Vollständige Abkühlung des Gemisches
Abb. 38: Das auskristalli-

Im Eisbad. Dies führt zur Auskristallisation.
sierte Sulfonilamid

Beobachtungen
Die Aktivkohle konnte die gelbliche Färbung des Produkts durch einen Indikatorstreifen reinigen. Nach der Phase im Ölbad kühlte das Produkt bei Raumtemperatur nur sehr langsam ab. Das Auskristallisieren des Sulfanilamids im Eisbad konnte erst durch Reibung vollständig hervorgerufen werden. 

8.2. Bestimmung des Schmelzpunktes

Um die verschiedenen Produkte während der Synthese zu vergleichen, wurden im Rahmen des praktischen Teils dieser Arbeit auch noch die Schmelzpunkte von zwei ausgewählten Proben bestimmt.

Die erste Probe ist  vom p-Acetamidobenzolsulfonylamid, das Produkt nach dem zweiten Syntheseschritt, ungereinigt. Die zweite Probe ist das Endprodukt, das gereinigte Sulfanilamid.

	Stoff
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	Schmelzpunkt
Literaturwert
	218-220 °C
	164,5-166,5 °C

	Schmelzpunkt
gemessen
	213- 215 °C
	168- 173 °C


Tab. 9: Der getestete Stoff (oben), die Schmelzpunkte, wie sie in der Litera-
Abb. 39: Versuchs-

tur zu finden sind (Mitte) und die ermittelten Schmelzpunkte (unten)
aufbau für die Bestimmung

9. Antibakterielle Wirkung [5, 6] 

Das Endprodukt der Synthese, das Sulfonilamid wurde anschliessend am Institut für Infektionskrankheiten der Universität Bern unter Aufsicht von Frau Martina Scholkmann an acht verschiedenen Bakterienstämmen getestet. Dabei ist das Verfahren der Resistenzprüfung angewendet worden.

9.1. Experimentelle Durchführung 

1. Wägen des Sulfonilamids und anschliessende Herstellung der verschiedenen Konzentrationen, die auf eine antibakterielle Wirkung getestet werden sollen.

	gewogene Menge : 147mg = 0.147g
	1. Konzentration (K1): 50mg in 5ml ITW

	
	2. Konzentration (K2): 50mg in 2.5ml ITW

	
	3. Konzentration (l): nur ITW


2. Herstellung der zu testenden Kulturen und Vorbereitung einer Suspension, anhand bestehender Kulturen, die älter als 24h sind, zur Beimpfung einer Petrischale.

Da sich die bestehenden Kulturen in der sogenannten stationären Phase der Wachstumskurve von Bakterien befinden, sind sie für eine Resistenzprüfung ungeeignet.




Abb. 40: Wachstumskurve der Bakterien: 1 lag-Phase (Anlaufphase), 2 log-Phase (exponentielles Wachstum), 3 stationäre Phase (fliessendes Gleichgewicht) und 4 Absterbephase

Deshalb müssen die bestehenden Kulturen in eine frühere Phase zurückversetzt werden und zwar ganz an den Anfang der Wachstumskurve, damit sie sich in der lag-Phase regenerieren und die für die Synthese nötigen Bestandteile herstellen können. Dies ist möglich, indem man wenig Material von vier bis fünf Kolonien einer sterilen Öse entnimmt und in 1.5ml Trypticase-Soya-Bouillon, ein Nährmedium, suspendiert. Danach ist eine zweistündige Bebrütungsphase notwendig, damit die Bakterien die lag-Phase durchleben und in die log-Phase eintreten, wo eine Resistenzprüfung am besten gelingt. Nach zwei Stunden wird von der Suspension tröpfchenweise mittels Pipette in ein mit NaCl gefülltes 

Röhrchen gegeben bis die Trübung den McFarland Standard
 0.5 erreicht hat. Das oben erwähnte Verfahren ist bei jedem der folgenden acht ausgewählten Keime angewendet worden. Die Wahl hatte als Ziel ein möglichst grosses Spektrum von Bakterien abzudecken, d.h. möglichst verschiedene Keime mit unterschiedlicher Empfindlichkeit zu wählen. Darunter befinden sich Bakterien, die im Darm vorkommen oder Bestandteil unserer Haut sind. Einige können auch Harnweginfektionen hervorrufen.
	Name
	gram-positiv/gram-negativ & Bakterienart

	Staphylococcus aureus
	gram-positive Kokken

	Staphylococcus epidermidis
	gram-positive Kokken

	Staphylococcus saprophyticus
	gram-positive Kokken

	Enterococcus faecalis
	gram-positive Kokken

	Micrococcus luteus
	gram-positive Kokken

	Bacillus subtilis
	gram-positive Stäbchen

	Escherichia coli
	gram-negative Stäbchen

	Pseudomonas aeruginosa
	gram-negative Stäbchen



3. Beimpfung des Nährmediums in der Petrischalen: Pro Bakterienart werden drei Schalen beimpft. Die Beimpfung erfolgt indem man mit einem Wattenstäbchen in die jeweilige Suspension eintaucht und anschliessend die Flüssigkeit auf der Petrischale zuerst in drei Richtungen und schliesslich noch am Rand ausstreicht.

Abb. 41: Die vorbereiteten Suspensionen

4. Vorbereiten der Konzentrationen und anschliessendes Antibiotika legen.

In siedendem Wasser werden die beiden Konzentrationen K1 (niedrigere Konzentration) und K2 (höhere Konzentration) gelöst. Danach werden steril kleine Filterpapierchen in der Lösung getränkt, in eine leere Petrischale zum Trocknen gelegt und anschliessend auf die vorbereiteten Nährmedien gelegt. Pro Bakterienstamm werden jeweils drei Platten belegt. Die Verteilung der Konzentrationen ist in Abbildung 42 zu sehen.


Abb. 42: Petrischalen mit allen drei Konzentrationen (links), Petrischale mit der niedrigeren Konzentration (Mitte) und Petrischale mit der höheren Konzentration (rechts)

5. Bebrütung und anschliessende Auswertung: Die fertig beimpften Schalen sind 24 Stunden bei 35 – 37º C inkubiert
.worden. Die Auswertung wird in Abschnitt 9.2. Resultate erläutert.

9.2. Resultate

Die runden weissen Punkte sind Filterpapierchen, welche mit dem Antibiotikum getränkt wurden. Wird jeweils bei der ersten Abbildung einer Serie nicht unterschieden welches Plättchen welcher Konzentration entspricht, so ist dies nicht relevant, da der Resistenztest positiv ausgefallen ist. Es ist also jeweils keine Hemmung durch das Antibiotikum entstanden.
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9.3. Interpretation

Von den acht getesteten Bakterienstämmen waren sechs resistent gegen die ausgetesteten Konzentrationen und zwei empfindlich. In den Abbildungen von den Nummern 1, 2, 4, 6, 7, 8 konnten sich die Bakterien in der ganzen Petrischale vermehren und zeigten keine Wirkung auf die mit dem Antibiotikum bespritzten Filterpapierchen. Nur bei den Nummern 3 und 5 entstand während der Bebrütung eine klar ersichtliche wachstumsfreie Zone, ein sogenannter Hemmhof. Vergleicht man die beiden nichtresistenten Keime, so fällt auf, dass beim Staphylococcus saprophyticus die Hemmhöfe bei K1 und K2 verschieden sind, beim Micrococcus luteus nicht. 
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	Staphylococcus saprophyticus
	Micrococcus luteus


Gemessen wurden beim Staphylococcus saprophyticus bei K1 19 mm und bei K2 25 mm; beim Micrococcus luteus bei K1 wie K2 38 mm. Daraus lässt sich schliessen, dass der Micrococcus luteus anfälliger auf Sulfonamide ist, unterschiedliche Konzentrationen des Medikaments aber nicht erkennbar sind. Beim Staphylococcus saprophyticus spielt die Konzentration aber sehr wohl eine Rolle. 

Interessant ist, dass der Bacillus subtilis resistent ist. Dieser Keim gilt als empfindlich auf sehr viele Antibiotika und wird deshalb oft eingesetzt.

[Alle Abbildungen von den Kapiteln 9.2 und 9.3 sind Eigene.]

10. Schlussdiskussion

Die Sulfonamide gehören zu den ersten Antibiotika, welche erforscht und verwendet wurden. Die meisten Menschen kennen aber nur das Penicillin, welches sich schliesslich durchsetzte und heute in vielen Fällen verwendet wird. Gerade deshalb war es interessant sich näher mit den Sulfonamiden auseinander zu setzen und schliesslich auch ein solches herzustellen: 

Das Antibiotikum Sulfanilamid, ein Sulfonamid, wurde in einer siebenstündigen Synthese in drei Schritten und einem zusätzlichen Reinigungsschritt erfolgreich hergestellt. Diese organische Synthese wurde nach einer bereits bestehenden Anleitung durchgeführt. Auch die anschliessenden Bakterientests erfolgten nach dem in der Anleitung vorgeschlagenen Prinzip und mit dem genannten Bakterienkeim Bacillus subtilis. Um ein umfangreicheres Ergebnis zu bekommen testete man das Antibiotikum zusätzlich an sieben weiteren Bakterienstämmen. 

Erstaunlicherweise zeigte sich beim Bacillus subtilis, dem vorgeschlagenen Keim keine bakteriostatische Wirkung. Damit ist er bei den angewendeten Konzentrationen resistent. Dies ist deshalb speziell, da jener Keim als sehr empfindlich gilt und in den wenigsten Fällen resistent wirkt.

Nun stellt sich die Frage, ob der Bacillus subtilis nur bei den getesteten Konzentrationen resistent ist oder ob es auch bei einer höheren AB-Konzentration zu keiner bakteriostatischen Wirkung gekommen wäre. Dies habe ich trotz meiner nachträglichen Abklärung mit Frau M. Scholkmann vom ifik nicht herausgefunden.

Bei den restlichen getesteten Keimen konnte bei zwei Bakterienstämmen eine bakteriostatische Wirkung erkannt werden. Dabei handelt es sich um die Keime
Somit kann man sagen, dass diese Arbeit aussagekräftige Resultate vorweist und aufgrund dessen als erfolgreich gewertet werden kann. Die in der Einleitung bekannt gegebenen Ziele des praktischen Teils wurden hiermit erreicht.

Früh habe ich mit meiner Arbeit begonnen und bin so nie unter Zeitdruck geraten. Noch vor den Sommerferien war der Theorieteil beendet und die praktische Arbeit ausgeführt. Doch das Schreiben des praktischen Teils verschob ich auf später, was ich besser unterlassen hätte. Denn bevor ich damit beginnen konnte, musste ich noch einmal das ganze Experiment durchgehen, um es wieder im Kopf zu haben. Ein weiterer Punkt, welchen ich in einer nächsten Arbeit anders machen werde, betrifft die Quellenangabe. Denn zum Teil habe ich schon Quellen ins Verzeichnis aufgenommen, bevor ich sie verwendet habe und musste anschliessend zeitaufwendige Korrekturen vornehmen. 

Im Anschluss an diese Arbeit wäre es interessant einen erneuten Bakterientest mit dem Bacillus subtilis durchzuführen und so das Rätsel seiner Resistenz zu lösen. 

Eine andere mögliche weiterführende Untersuchung wäre der Vergleich mit dem Klassiker Penicillin. Bei welchen der getesteten Keime, wäre eine Wirkung sichtbar?

Abschliessend kann ich sagen, dass mir das Bearbeiten dieses Themas viele interessante Einblicke in ein für mich bisher wenig bekanntes Gebiet der Chemie ge​boten hat. Ausserdem lernte ich durch diese Arbeit auch andere Fachmänner und Fachfrauen dieses Gebietes kennen, die mir zusätzliche Einblicke in die Welt der Chemie ermöglichten. Während der ganzen Arbeit konnte ich so ständig Ratschläge einholen und habe viel Neues dazugelernt.

Besonders die Tage im Labor werden mir in guter Erinnerung bleiben.

11. Anhang

Abb. 43: Periodensystem der Elemente

[http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Periodic_table_diagram_de.png]
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� Kristallviolett färbt die Bakterien blau ein.


� Die 2. Einfärbung erfolgt durch den roten Farbstoff Fuchsin.


� Die DNA enthält die genetischen Erbinformationen für die Entwicklung und das Überleben der Zelle


� Zellflüssigkeit


� Herstellung eines Proteins in Lebewesen (Prokaryonten oder Eukaryonten)


�  Gram-positive Bakterien siehe Kapitel 3.1.2.


� eine ansteckende Geschlechtskrankheit, durch ein gram-negatives Bakterium (Treponema pallidum) verursacht 


� Als Trimer bezeichnet man ein Molekül, das aus drei Untereinheiten besteht. (di = 2, tri = 3, tetra = 4, penta = 5 usw.)


� Breitband = AB, welche gegen verschiedene Keime wirken, Mittelband = AB, welche gegen einige Keime wirken, Schmalband = AB, welche gegen wenige Keime wirken


� Derivate sind Abkömmlinge einer chemischen Verbindung, die aus dieser häufig in nur einem Reaktionsschritt gebildet werden und die zu ihr in einem engen chemischen Verwandtschaftsgrad stehen.


� Makromoleküle = Riesenmoleküle


� Ein Peptid ist eine chemische Verbindung, die bei der Verknüpfung von Aminosäuren resultiert.


� Enzyme sind Proteine/Eiweissstoffe, die in einem Organismus als biochemische Katalysatoren wirken und so die Aktivierungsenergie von biochemischen Reaktionen senken. 


� Ribosomen sind ellipsoidförmige Körperchen, die frei im Cytoplasma (Zellflüssigkeit) vorkommen. Ausserdem sind Ribosomen selbst auch Enzyme.


� Als Donator wird eine Substand bezeichnet, die bei Anwesenheit eines geeigneten Akzeptators (Gegenteil Donator) Atome, Ionen, Elektronen oder Protonen abgibt. 


� Der Begriff kommt aus dem Lateinischen (lat. octo = acht) und bedeutet, dass in einem stabilen Molekül jedes Atom acht Aussenelektronen bzw. vier Elektronenpaare haben muss. Die Ausnahme bildet Wasserstoff mit zwei Elektronen.


� Eine Reaktion bei der eine Bindung durch Einwirkung des Wassermoleküls aufgebrochen wird, nennt man Hydrolyse (gr. hydro = Wasser und lysein = lösen, brechen).


� Bezeichnung für eine vererbbare Änderung des Erbmaterials durch Veränderung in der Sequenz von der DNA und RNA. 


� zähflüssig, pastenartig fest


� Der McFarland-Standard (Bariumsulfat-Trübungsreihe) dient der Einstellung der Keimdichte einer Bakteriensuspension


� Inkubation = Bebrütung
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