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Misch-Schmp., Analyse) nachgewiesen wurde. Aus dem angesauerten, mit Wasserdampf 
nicht fliichtigen Anteil wurde ein in Natriumcarbonat-Losung vollig losliches, braunes, 
zahes 01 (7 g) gewonnen, das bei der Vakuumdestillation neben vie1 nicht fliichtigem Harz- 
riickstand 2.5 g Phenylessigsaure gab, die aus Petrolither umkrystallisiert bei 78O 
schmolz (Misch-Schmelzp.). 

C,H,O, (136.1) Ber. C 70.55 H 5.93 Gef. C 70.76 H 5.99. 
B) 10 g Agropyren  wurden auf die gleiche Art in 40 ccm Chloroform mit Ozon be- 

handelt, wobei noch mehr Hamanteile als bei Versuch A entstanden. Die sauren Spalt- 
produkte wurden in Form der trocknen Natriumsalze mit Amylalkohol uberschichtet und 
durch Einleiten von trocknem Chlorwasserstoff-Gas in die Amylester iibergefiihrt. Ilurch 
Destillation wurde ein Anteil vom Sdp. 13&140° und den Eigenschaften des Essip- 
s u r eam y 1 e s t e rs ( dto 0.8725) gew onnen. 

17. Rich a r d K u h n u n d H e 1 m u t B e i n e r t: Hemmstof f e der Carboxylase. 
[Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fur Medizin. Forschung,Heidelberg,Institut fiir Chemie.] 

(Eingegangen bei der Redaktion der Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
am 14. Januar 1945.) 

Es wurde der EinfluB verschiedener Stoff e, insbesondere von 
Benzo-, Naphtho- und Anthrachinonen auf die Aktivitat hooh- 
gereinigter Hefecarboxylase untersucht. Am wirksamsten waren 
halogensubstituierte Chinone und Naphthazarine. 2-Brom-naphtha- 
zarin hemmte unter den eingehaltenen Bedingungen in einer Ver - 
diinnung von 1 : 2 000 000 zu 50°/,,. ,,Aufgeschlitzte” Chinone von 
der Art des a.P-Diacetyl-athylens H,C-CO.CH: CH-CO*CH3 er- 
wiesen sich gleichfalls als Hemmstoffe. Ee waren etwa 7 Molekule 
2-Brom-naphthazarin zur Inaktivierung von 1 Mol. Carboxylase 
erforderlich. 

p-Benzochinon war als wirksamer Hemmstoff mehrerer Fermentsysteme 
bekanntl). In  einer friiheren Arbeit2) wurde die Hemmung von Hefecarboxy- 
lase durch Chinon festgestellt. Wegen der biologischen Bedeutung, die die 
Ghinone in jungster Zeit gewonnen haben - Benzochinone als bakteriostati- 
sche3) *), spermicide5) und krebserregende6) Wirkstoffe, Naphthochinone als 

l)  L. Hel lc rmann u. M. E. Perk ins ,  Journ. biol. Chem. 107,241 [1934]; E. S. G- 
Barron ,  Journ. biol. Chem. 113, 695 [1936]; W. Franke ,  A. 555, 111 (S. 122) [1944]; 
Ztschr. physiol. Chem. 281, 162 [1944]; A. V. Blagoveschensky u. T. A. Sorokina ,  
Bull. Biol. M6d. exp. URSS 4, 176 [1937], zit. nach C .  1938 IT, 869; s. auch Anm. 13, 
14, 15 in FuBn. 2. 

2, R. Kuhn ,  u. H. B e i n e r t ,  B 76, 904[1943]. 
3, S. H i l p e r t ,  Biochem. Ztschr. 166, 71 [1925]. 
4, W. I(. Anslow u. H. Rais t r ick ,  Biochem. Journ. 32, 687 [1938]; A. E. Oxford,  

6, J. M: Gulland, Biochem. Journ. 26, 32 [1932]; H. A. La rdy  u. P. H. Phill ips,  

s, N. Takizawa,  Proceed. Jmp. Acad.(Tokyo) 16, 309[1940]; G a n n ,  Japan. Journ. 

Chem. Industr. 61, 189 [1942]. 

Journ. biol. Chem. 148, 333 u. 343 [1943]. 

Cancer Res. 34, 158 [1940]. 
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Vitamin-K-aktive Stoffe7) und natiirliche I’igmente8), Anthrachinone als 
?S:iturstoffe und Antagonisten natiirlicher HakteriengifteQ)--, wurde eine Reihe 
von Chinonen und verwandten Verbindungen auf ihr Hemmungsvermogen 
gegeniiber Carbosylase untersucht, inn der Frage nach der Spezifitiit und den1 
Mechdnisnius dieser Erscheinung niiher zu kommen. Die zweite Frage wird 
(kgenst,and einer nachfolgenden Arbeit sein ; es sol1 nnr vorausgeschickt wer- 
den, daB die henimende Wirkung sehr wahrscheinlich auf einer Realrtion 
init emer oder niehreren SH-Gruppen des Fermentproteins beruht. 

- _____ - - - _ ~ -  

M e t  h o d i  k. 

I)io verwertdeten Carboxylasepr~parate waren aus Unterhefe der S t u t t - 
g a r t e r  H of b r a u  A.-G. und der H r a u e r e i  K l e i n l e i n  A.-G., Heidelberg, 
nach z). E. Green ,  D. H e r b e r t  und V. SubrahmanyanIO) hergestellt 
irnd erithielten 1.46 his 1.67 Einheiten nach Green in 1 ccm. Die Manometer- 
gefdBe uwrden init 0 . 3  ccm Fermentsuspension (entspr. 0.44 bis 0.5 Einheiten 
und 72-82 Protein nach Green1’), 0.2 ccm 0.5mol. Citratpuffer voni pH 
6.0 und 1.2 ccin W-asser oder Hemmstofflosung12) im Hauptraum und 0.3 ccin 
0 . 1  5 m o l .  ~atriunipyruvatlijsunff (enthaltend 5 mg in 0.3 ccm) in der Retorte 
gehllt. Lrn thsrauni war Luft. Versuchstemperatur 30°. Ohne lkngere Incu- 
bation M iwde nach einem Temperaturausgleich von 10 Min. gekippt und nach 
3, 6 mid 9 Min. abgelesen. Der besseren Reproduzierbarkeit wegen wurde die 

e ~ t t ~ v i ~ l i l u ~ ~ g  vom Beginn der 4. his Ende der 9. Min. als MaIj der A1ctivit:i.t 
gewiihlt. 

E: r g e  b n i  s s e. 

Die Ergebnisse sind in  der Tafel zusanimengestellt. Die Stoffe wurden je 
iiach ihrer Liislich keit und Wirksamlieit bei verschiedenen Konzentrationen 
geprufl, w n  denen eine hohere jeweils das Vierfache der vorhergehenden be- 
tnig. Wenn aus hesonderen Griinden davon abgegangen wurde, ist bei dei. 
Angahe det Heminung auf eine FuBnote verwiesen. Bei mehreren Stoffen fin- 
den sicli ‘Hinweise auf Arbeiten, in denen bereits iiber eine Wirkung dieses 
Stofftbs auf Carboxylase oder verwandte Fermente berichtet wird, und die oft- 
rrials die Einbeziehung des betreffenden Stoffes in unsere Untersuchung ver- 
anlalh 11. <I. 1 )Pi1 

I‘u1 die i:‘bcrl;isbung zalilieic1,er I’ibpaIate der Naphtliochinongruppe sind wir Hrn. 
1)oz. 1)r. K .  W a l l e n f  e l s  und Hrn. Prof. Dr. F. W e y g a n d  zu Dank verpflichkt. 

’) 1)azu verpl auch 11’. Bernheiin 11. AT. L. C .  Hcrnheim,  Journ. biol. Chem. 134, 
45i  1 1  9401; &I. Kicse,  Riorhem. Ztsehr.816,264 [1944]: Naphthorhinone als Katalysatoren 

u. K. Wallenfc ls ,  €3. 72, 1453 C19.391. 
Hiochem. Joiirri. 37 ,  265 119431. 
em. 148, 327 [19421. 

ergA 96 y Protein fur 0.3 can. 
fen wurde statt Wliasser 5-proz. Alkohol verwendet, der 

die 1~crnirnt.tht~vitat nicht nierklich beeinflufit. 
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Tafel. 

H e m m u n p  der GO,-Entwicklung (%) 

Die Konzentration der Hemmstoffe ist in lOd6 MoI/l angegebm. 
au a Bren z t raub ensLur e. 

Nr . Hemmstoff 

1) p-Benzochinon 
2) Methyl-p-benzochinon (Toluchinon) 
3) Acetamino-p-benzochinon 
4) 2.5-Dimethyl-p-benzochinon (p-Xylochinon) 
5) 2.6-Dimethoxy-p-ben~ochinon~) 
6) 6-MethyZ-2-oxy-3-methox~p-benzoch~~~0n~) 

7) Tetramethyl-p-benzochinon (Durochinon) 
8 )  Tetrachlor-p-benzochinon (Chl~ranil)~) 
9) Tetraoxy-p-benzochhon (Dinatriumsah) 
10) 2.5-Dioxy-3.6-dinitro-p-benzochinon (Di. 

(Fusnigatin ) 

kaliumsalz, nitranilsaures Kalium) 

11) Naphthochinon-(1.4) 
12) 2-Methyl-naphthochinon-( 1.4) (Vitamin K3) 
13) 2-Athyl-naphthochhon-(l.4) 
14) 2-Chlor-naphthochinon-( 1.4) 
15) 2-Rrom-naphthochinon-(1.4) 
16) 2-Brom-3-athyl-naphthochinon-(1.4) 
17) 2-Oxy-~zaphthochi~aon-(Z.4) (Lawson) 
18) 2-Methoxy-naphthochinon-(1.4) 
19) 3-MethyZ-2-oxy-naphthoehi~1on-(1.4) (Phthiocol) 
20) 3-Methyl-2-methoxy-naphthochhon-(1.4) 
21 ) 2-0xy-3-acetyl-naphthochinon-(l.4) 
22) 5-0xy-naphthoehinon-(l.4) (Juglon) 
23) 5.8-Dioxy-naphthochinon-(1.4) (Naphthazarin) 
24) 2-Methyl-5.8-dioxy-naphthochinon-(1.4) 
25)  2-Brom-5.8-dioxy-naphthochinon-(1.4) 
26) 3-[2-MethyZ-5-ozy-pente~-(2)-yZ]-5.8-dio~y- 

~zaphthoehi~aon-(1.4) (Shilconin) 
27) 2.3-Dioxy-naphthochinon-(1.4) (Isonaphthazarin) 
28) 2-0xy-3-methoxy-naphthochinon-(1.4) 
29) 2.3-Dimethoxy-naphthochinon-(l.4) 
30) 2.5.8-Trioxy-naphthochinon-(1.4) (Naph- 

31) 5.8-Dioxy-2-methoxy-naphthochinon-(l.4) 
thopurpurin) 

= 
9.4 

65 
- 
- 
89 
87 
74 
- 
- 
- 
- 
- 

82 
82 
85 
93 

83 
- 
- 

3 

- 
51 

!!!e!!5 

37.5 - 
85 
83 
70 
43 
- 

14 
- 
94 
7 

0 

89 
32 
- 

94 
9.5 
87 
- 
- 
- 
- 

- 
92 
93 
95 
98 

92 
- 
- 

16 

13 
80 

EE!!5!! 

150 

95 

- 

- 

92 
- 

41 

21 
22 
- 
- 

- 

- 

96 
68 
77 
97 
- 
- 

5 
37 
4 

56 
10 
96 
97 
- 
- 

- 
27 
7 
- 

33 
89 
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Nr . Hemmstoff 

32) 3 Athy~-2.5.8-trioxy-naphthochinon-(1.4) 

33) 3-Athyl-5.8-dioxy-2-methoxy-naphthochinon-(l.4) 
34) 2 3.5.8-Tetraoxy-naphthochinon-(1.4) 
35) 5.8-l)ioxy-2.3-dimethoxy-naphthochinon-(l.4) 
36) 2.3-l>ioxy-5.8-dimethoxy-naphthochinon-(l.4) 
37) 2-~thyl-5.7.8-trioxy-3-methoxy-naphthochinon-(1.4) 
38) 2 .AdyZ-J. 5.6.7.8-~entaozy-naphthochinon-(1.4) 

39) 2-Athyl-5.8-dioxy-3.6.7-trimethoxy-naphthochinon-(1.4) 
40) Naphthochinon-(1.2) 
41 ) 3- ‘Methyl-naphthochinon-(1.2) 
42) 3- Brom-naphthochinon-(1.2) 
43) Naphthochinon-(1.2)-sulfonsaure-(4) (Natriumsalz) 13) 
44) 1.5-L)ichlor-naphthochinon-(2.6) (Dichlor- 

(A thylnaph thopurpurin) 

(Echinochronz A )  

amphi-naphthochinon) 

45) Anthrachinon 
46) 2.2-I)zo~~-untiiracili,lolz (Alizarin) 
47) 1.4-Dioxy-anthrachinon (Chinizarin) 
48) 1.8-Dioxy-anthrachinon (Istizin) 
49) 1.2.5 3-Tetraoxy-anthrachinon (Alizarinbordeaux) 
50) ? -Brom-1.2.5.8-tetraoxy-anthrachinon14) 
51) Anthrachinon-sulfons~ure-(2) (Natriumsalz) 
52) Anthrachinon-disulfonslure-( 1.5) (Natriumsalz) 
53) Ant,hrachinon-disulfonslure-(2.7) (Natriumsalz) 
54) 1.2-Dioxg-anthrachinon-sulfonsaure-(3) (Natriumsalz ) 
55)  Chinoxalin-di- N-oxyd*) 
56) Phenazin-di-N-oxyd*) 
57) (~-8mino-~-carboxy~thyl)-mercapto-p-benzo~hinon~~) 

58) 7-0xo-3.7-dihydro-be~o-parathiazin-carbonsaure-(3)- 
((S-Cysteino-p-benzochinon) 

5thylrstcr1s) 

9.4 
- 
37.5 

17 
90 

86 
16 
58 

i n  

- 
76 
89 
90 
92 
37 

46 

- 

- 
11 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0 

- 

*) Dime Vorhindungen wurden wegen ihrer sterischen Verwandtschaft und des antago- 
nistischen Verhaltens gegen Naphthochinone und Anthrachinone(vergl.Fuh.9)untersucht. 

13) Vergl. L. Michae l i s ,  V. Moragues-Gonzalez  u. C. V. S m y t h e ,  Enzymol. 3, 

14) Erhaltcn dnrch Bromieren einer alkohol. Suspension von Tetraoxyankhrachinon; 

15) R. K u h n  u. H. B e i n e r t ,  €3 77, GO6 [1944]; die durch Verseifen mit kalter 2 n 
NaOH aus dem heschriebenen 7-0xo-3.7-dihydro-henzo-parat~azin-carbonsaure-(3)-iithyl- 
ester entstehcnde Carbonsaure hatte auch nach 2-maligem Umfiillen mit HC1 aus NH,- 
Wsg. die unveranderte analyt,ische Zusammensetzung eines um H,O reicheren Produkts, 
als zu emarten war, also die des einfach durch Cystein substituierten Chinons, des S- 
Cysteino-chinons. 

242 [1937]. 

aus Eisessiig krystallisiert. 
Analyse: C,H,O.Br (351) .  Ber. Br 22.77 .  Gef. Br 22.52, 22.64. 

Analyse: C,H.O,NS (227 .1) .  Ber. C 47.55 ,  H 3.89, N 6.17 ,  S 14.11. 
Nach 1-rnaligem Umfallen GeF. C 47.80 H 3.64 N 6.12 S 14.10. 
N X ~ I  2-inaligem Urnfallen Gef. c 47.62: H 3.77: N 6.16: s 13.67. 

Das Ergebnis der  Athogylliesiinirriun~ war negativ. 
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Nr. Hemmstoff 

59) Maleinsaurefs) 
60) Alloxad7) 
61) a. P-Diacetyl-athylen 
62) a$-Dibenzoyl-Lthylen 
63) or$-Dibenzoyl-Lthylen-dibromid 
64) a. P-Distearoyl-athylen 
65) Diacetyl 
66) Acetonylaceton 
67) Glyoxylsaurel*) 
68) GlyoxylsLureathylester-diathylacetal 
69) Osalsiiure (Ammoniumsalz) 
70) Glyoxal 
71) MethyZg ly~saZ~~)  
72) Glyoxal-semi-diathylacetal 
73) Bceta ldehyP)  
74) Dehydroaseorbinsiiure20) 

75) Parasorbinsaure 
76) Cumarin 
77) Patulin21) 
78) Cdrini%2z) 

79) H€!(NO,), lo) 23) 
80) CuSO, (mit 6tratpuffer)'O) 23) 2 4 )  

81) JodZ5) 
CuSO, (mit Pho~phatpuffer)~~) 

-- 
600 

O**) 
LO***) 

-- 

46 
- 
- 
- 

O t t )  
0 

72 
35 
0 
0 
0 
0 

k2fttt. 
0 

0 

0 
- 

- 

**) Fur 2400 X low6 Mol/l. 
t)  Fur 18.7 X l C P  Mol/l. 

***) Fur 1500 X 10-6 Mol/l. 
tt) Fur 7000X10--6 Mol/Z. 

it?) Fur 1500X Mol/Z. tttt) Fur 6000X10-6 Mol/Z. +) Fiir 75x10-6 Mol/Z- 

16) VergI. E. J. Morgan u. E. Fr iedmann,  Biochem. Journ. 32, 733, 862, 2296 
[1938]. 

17) Auch Alloxan reagiert mit SH-Verbindungen: A. Purr,  Biochem. Journ. %9, 5 
[1935]; L. Rapk ine  u. P. Trpinac ,  Compt. rend. SOC. Biol. 130, 1516 [1939]; F. G. 
Hopkins,  E. J. Morgan u. C. Lutwak-Mann,  Biocnem. Journ. 32, 1829 [1938]; 
R. Labes ,  Arch. exper. Pathol. u. Pharmakol. 156, 226 [1930]. . 1 8 )  Vergl. A. Kleinzeller,  Biochem. Journ. 37, 674 [19&3]. 

19) Vergl. A. P u r r ,  Biochem. Journ. 29, 5 [1935]. 
2O) Vergl. J .  H. Quastel ,  Nature 162, 215 [1943]. 
21) J. H. Birkinshaw, A. Bracken ,  S. E. Michael u. H. Rais t r ick ,  Lancet 2, 

2z) A. C. Hether ington  u. H. Ra i s t r i ck ,  Phil. Trans. B. 220, 269 [1941]. 
23) K. Lohmann u. A. J.Kossel,Naturwiss. 27, 595 119391; A. J. Kossel,  Ztschr. 

24) J. L. Melnick u. K. G. S te rn ,  Enzymol. 8, 129 [1940]; diese Autoren stellten 

25) Vergl. L. Hel le rmann u. M. E. Pe rk ins ,  Journ. biol. Chem. 107, 241 [1934]. 

625 [1943]. 

physiol. Chem. 276, 251 [1942]. 

fest, daB Citrat die hemmende Wirkung yon Cu-Ionen abschwgcht. 
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Nr. Hemmstoff 

82) p-Chlor-niercuri-benzoesluro"6) 
83) o- Jod[iso-~enzoesaure~E j 
84) I'orphyrindinZG) 27) 

85) l'hionin28) s9) 

86) Blethylenblau2s) .lo) 

87)  Toluylenhlau31) 
88) 2.6-Dichlor-phenol-indop~ienolJ') 
89) ?i-Amino-phenol 
90) p-Renzo~hinon-imin~~) 
91) l-Amino-naphthol-(2), HCI 
92 j l-Amino-3-brom-naphthol-(2), I€C133j 
93) 2.4-Dinitro-phen01~~) 
94) 8-Oxy-chinolin 
95) Clystin 
96) Aneurindimlfid 
97 j 13. ~-Diclilor-dilthyl-~ulfon"~) 
98) f$. Q-Diehlor-diathyl-sulforyd 
99 j p . P-nichlor-diathyl-sulfid 

._ ~. ._ - __ . 

x ) Fur 18.7 x 10--6 Mol/l. 

2.35 1 9.4 

I 
37.5 

- 
600 

X x ) Fur 75 X 10 Mol/Z: Die Molaritiit wurdc zum Vergleich halb so grol3 wie ublich 
gewlhlt, da Jodosobenzoesaure und Porphyrindin gegenuber SH-Gruppen 2 Oxydations- 
ilquivaleiite besitzen. 

Orientiereiide Versuche ergaben, daI3 auch die Carboxylase tierischer Ge- 
~ e b e 3 ~ )  diirch Chinon und in stiirkerem MaBe durch 2-Chlor-naphthochinon- 
( I  .4) geherrinit wird. 

- 

26)  V~rgl .  L. Hel lc rmann,  F. P. C h i n a r d  u. V. R. Doi tz ,  Journ. biol. Chem. 147, 

ul i  n ti.  1'. Desnuel le ,  Ztschr. physiol. Chem. 361, 14 [1938]; J. P. G r e e n -  
n. biol. Uhem. 125, 501 [1938]; 188, 233 [1939]; 180, 519 [1939]; 133, 397 

[I040 1. 
28) Vergl. I,. Michael i s  u. C.  V. S m y t h e ,  Journ. biol. Chem. 118, 717 [1936]. 
2 9 )  Vcrgl. L. M a s s a r t  u. I,. Vandendr iessche ,  Enzymol. 10,244[1941/42]; L. Van- 

Jo)  Ti'. Cedi angolo 11. E. A d l e r ,  Enzymol. 7, 297 [1939]. 
] I )  Vcrgl. E. S. (+. B a r r o n ,  Journ. biol. Chem. 118, 695 [1936], 
.l2) Vcrgl. P. Bcrnheim u. M. L. C. Hernhcim,  Journ. biol. Chem. 188, 307 [1938J; 

M. U. B l e u c h ,  1'. C .  Kocli u. M. $2. Hankc,  Journ. bid. Chem. 130, 471 [1939]; p -  
Ammo-pheitol wurde naeh Angabc dieser Autoren vor Zusatz zum Ferment oxydiert. 

l d )  Vc~g l .  E.W. Rockwood 11. W.J. €Iusn,Journ. Amer. chem.Soc. 45,2678 [1923]. 
R. A ,  P e t e r s ,  Naturc 138, 327 /1936]; Th. Bers in ,  Riochem. Ztschr. 348, 3 

36) 0. 3:. G r e e n ,  W.W. W e s t e r f e l d ,  B. V e n n e s l a n d  u. W. 1C. K n o x ,  

he,  Enzymol. 10, 69 [1941/42]. 

rln32] 

.Journ. biol. Chem. 140, 683 [1941]. 
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Bespreehung der Versuche. 

Ben z o c h i n  o n e : Toluchinon ist etwa gleich wirksam wie Chinon ; die Ein- 
fuhrung weiterer Methylgruppen (Xylochinon, Durochinon) setzt die Aktivitiit 
herab. Eintritt von Hydroxylgruppen macht sich im gleichen Sinne noch 
stgrker bemerkbar (Fumigatin, Nitranilsaure, Tetraoxychinon). Von den ge- 
priiften Derivaten ist nur Chloranil wirksamer als p-Benzochinon. 

N a p h  t h o chin on e : Naphthochinon-(1.2) und Naphthochinon-( 1.4) lassen 
keinen Unterschied erkennen. Ihr Hemmungsvermogen ubertrifft das des 
p-Benzochinons nur wenig. Unter den zahlreichen Naphthochinonderivaten, die 
untersucht wurden, finden sich die aktivsten bisher bekannten Verbindungen. 
An der Spitze steht 2-Brom-naphthazarin; diesem kommen 2-Methyl-naphtha- 
zarin sowie 2-Chlor- und 2-Brom-naphthochinon am nachsten. Auch 2-Methyl- 
naphthochinon-(1.4) (Vitamin K3) hemmt beachtlich ; es fallt auf, daU die 
3-stiindige Methylgruppe nur beim Naphthochinon-(1.4) abschwachend wirkt, 
nicht beim Naphthochinon-(1.2)36). 

Hydroxylgruppen in &Stellung (Juglon) oder in 5.8-Stellung (Naphthaza- 
Tin) erhohen die Wirksamkeit, Hydroxylgruppen in 2- bzw. 2.3-Stellung da- 
gegen setzen sie herab (Lawson, Phthiocol, Echinochrom u. a.). Verathert man 
die zuletzt genannten Hydroxyle, so nimmt das Hemmungsvermogen wie- 
der zu. 

An th rach inone :  Anthrachinon ist praktisch unwirksam; auch die ge- 
priiften Derivate hemmen nicht oder nur wenig. 

Al ipha  t ische Dicar  b on y lve r  bin d u n g  en : Maleinsiiure, die auf Suc- 
cinodehydrase und Papain hemmend Wirktle), ist bei Carboxylase ohne Ein- 
flu13 (bis 2.4 x Mol/l). Von weiteren Verbindungen, die in ihrem Molekiil 
die fur Chinone charakteristisclie Gruppierung -CO . CH: CH. CO- enthalten, 
aber aliphatisch gebaut sind, erscheint das a.p-Diacetyl-iithylen bemerkens- 
wert. Ubertroffen wird Diacetylathylen3’) von trans-a. p-Dibenzoyl-aithylen, 
das Carboxylase ebenso stark wie CuSO, hemmt. Beim a. (3-Dibenzoyl-athylen- 
dibromid kommt zur Erklarung des Hemmungsvermogens an Stelle von Ad- 
dition an eine SH-Gruppe des Ferments eine Kondensation unter Austritt von 
HBr in Betracht3*). Diketone, denen die additionsfahige Doppelbindung fehlt 
(Diacetyl, Acetonylaceton) sind unwirksam. Bei der Glyoxylsaure wird man 
an eine Verdriingung des Substrats (Brenztraubensiiure) denkenl8). 

N a t u r s t o f f e  {in der Tafel kursiv gedruckt): Unter diesen heben sich, 
soweit gepriift, zwei Naphthochinone hervor, niimlich Shikonin und Juglon. 
Beide kommen dem 2-Brom-naphthazarin nahe. Zwei Blastokoline, Parasor- 
binsaure und Cumarin, waren unwirksam. 

W e i t e r e  Verb indungen :  kekannt als Hemmstoffe der Carboxylase und 
als reaktionsfahig mit SH-Verbindungen waren Hg(N0,); und CUSO,~~)~ : ’ )~~)  fur 
die nach eigenen Messungen Werte in die Tafel mit aufgenommen sind. Auch 

36) Vergl. L. F. F i e s e r u. A. M. S e 1 i g m B n n, Journ. Amer. chem. SOC. 66,2690 119341. 

38) Vergl. die von J. L. W o o d u. L. F. Pies e r durchgefuhrte Kondensation von 10- 
Chlormethyl-1.2-benz-anthracen mit Cystein, Journ. Amer. chem. Soc. 62, 2674 119401. 
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UV-bestrahlte Losungen verhielten sich wie unhestrahlte. 
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Jod hemmt stark. p-Chlor-mercuri-benzoesiiure ist wie bei Urease26) stark, 
o-Jodoso-benzoesiiure und Porphyrindin sind wie dort kaum wirksam. Be- 
achtlich ist die Hemmung der Carboxylase durch Thionin, MethylenblauZ8) 29) 30) 

und durch 2.6-Dichlor-phenol-indophenol31). 
Die R e d uk t i o n  s - 0 x y da  t i o n s - P o  t e n t  i a  I e von Chinonen sind schon 

Gegenstand zahlreicher Arbeiten gewesen39). Insbesondere habenK.W allenf els 
und Mi. Mijhle Potentialmessungen eines grol3en Teils der von tins gepriiften 
Naphthochinone durchgefiihrt. J. E. Page  und F. A. Robinson40) setzten bak- 
teriostatische Wirksamkeit und Redox-Potential von Chinonen in Beziehung. 
Obwohl ihre Iintersuchungen nur wenige Vertreter dieser Stoffklasse umfassen, 
wird nian im giinstigsten Falle - ihr Ergebnis auch auf die groI3ere Zahl 
der von uns gepriiften Chinone erweitern diirfen: “We failed to find a direct 
relationship connecting the reduction potential of these quinones with their 
bacteriostatic activity . . . but observed that . . . the reduction potentials of 
all the active quinones examined to date fell between certain limits“. 

Die a b s o l u t e  W i r k s a m k e i t  de r  H e m m s t o f f e  liil3t sich aus den 
fiir die Aktivitiit der reinen Carboxylase bekannten Zahlen berechnen. 

I50 100 

30 a0 
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40 40 

20 20 

0 06 12 18 235 2 9  3.5 41 47 0 06 12 18 235 2 9  35 41 4.7 

Abbild. 1. Hemmung der Carboxylase durch Abbild. 2. Hemmung der Carboxylase durch 
2 - Brom-naphthazarin. Abszisse: Konzen- Quecksilber(I1) -chlorid. Abszisse : Konzen- 
tration des Hemmstoffs in 10-6 MollZ; Or- tration des Hemmstoffs in 10-6 Mol/Z; 

dinate: Aktivitbt in o/o (vergl. S. 102). Ordinate: Aktivitat in o/o (vergl. S. 102). 

Voransgeschiclrt sei, daB selbst bei Hemmstoff-Konzentrationen, die noch 
nicht voll inaktivieren, in der Losung noch frei vorhandener und zu weiterer 
Einwirkung fiihiger Hemmstoff nachgewiesen werden kann. 

Beispiel: Zu 0.6 ccm Fermentsuspension wurden 0.2 ccm 0.5-mol. Citrat- 
puffer vom ps 6 0 und0.6 can 2.35 X 10-5 mol. 2-Brom-naphthazarin-Losung zu- 
gegeben; diese Hemmstoffmenge ist zu  einer 80-85-proz. Hemmung not- 
wendig. Nach der ublichen Incubationszeit von 10 Min. bei 30° wurden 0.3 ccm 
frische l~ermentsuspension zugegeben. Tinter Beriicksichtigung der Restakti- 
vitat des vergifteten Ferments (15-20%) betrug die Aktivitat des frisch zu- 
gesetzten Ferments nach weiterer Incubation von 10 Min. nur noch 50%. ZU 
einer 50-proz.Hemmung sind aber nachAbbild.1 etwa 1.7 x 10-6Mol/Z oder die ab- 
sol.Menge von 3.4 x 10-6Millimol notwendig. Die urspriinglicheHemmstoffmenge 

Vergl. H. W a l l e n f e l s  u. W.MGhle, B. 76, 924 [1943]u. weitere Literatur 
ebendort. 

“3 Biochem. Journ. 37, Proceed. V. 119431; Journ. Chem. SOC. London 1943, 133. 
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betrug 14 x 10P Millimol. Demnach bleibt also etwa des Hemmstoffes frei. 
Entsprechende Versuche zeigten, daB das gleiche bei 2-Chlor-naphthochinon 
und mehr noch bei dem weniger spezifischen Benzochinon der Fall ist. Jod 
dagegen verschwindet vollstaiqdig aus der Losung. In  einem entsprechenden 
Versuchmit Hg(NO,), konnten nach Incubation mit dem Ferment noch 10% 
bis 20 % dieses Hemmstoffes nachgewiesen werden. 

D. E. Green ,  D. H e r b e r t  und V. SubrahmanyanlO) haben die Carbo- 
xylaseeinheit definiert als die Fermentmenge, die unter den angegebenen Be- 
dingungen die Entwicklung von 100 cmm CO, in 3 Min. bei 30° katalysiert. 
Die reinste Fermentfraktion dieser Autoren enthielt 165 y Protein pro Ein- 
heit. Der Anteil der Cocarboxylase am Protein betrug 0.46% oder 0.76 y pro 
Einheit. Ein Mol Cocarboxylase C,,H,,0,N4C1 SP, entspricht 479 g; 0.76 y 
entsprechen dann 1.6 X Millimol Cocarboxylase. 

In  unseren Ansatzen befanden sich jeweils 0.3 ccm Fermentsuspension zu 
0.44 bis 0.5 Einheiten; dem entsprechen 0.7 bis 0.8 X Millimol Cocarboxy- 
lase oder auch Carboxylase. f 

In  einem Ansatz von 2 ccm Gesamtvolumen, enthaltend 0.3 ccm Ferment- 
suspension, setzt 2-Brom-naphthazarin in einer Konzentration von 0.6 x 1 0 - 6  

Mol/l die Aktivitat um 7 % herab (vergl. Abbild. l), in einer Konzentration von 
3.5x Mol/l um 83%. In  dem Konzentrationsbereich von O.6x1W6 bis 
3.5x 10-6 Mol/l gehen demnach 76% der Aktivitat verloren. Dem entspricht 
in  einem Ansatz von 2 ccm die absol. Menge von 2 X 2.9 X 10-6 = 5.8 X 10-6Milli- 
mol 2-Brom-naphthazarin. Diese vernichten 3/4 der Aktivitat, machen also 
rund0.75x0.7 bis0.75x0.8x 10-6Millimol = 0.53 bis0.6x Millimol Carbo- 
xylase unwirksam. Die oben mitgeteilten Versuche zeigen aber, daB selbst bei 
2-Brom-naphthazarin-Konzentrationen, die nicht voll hemmen, noch I-Iemm- 
stoff frei in der Losung vorhanden ist, der weiteres Ferment zu inaktivieten 
vermag, und zwar etwa der vierte Teil des urspriinglich vorhandenen. Somit 
geniigen 4X 10-SMillimol zurInaktivierung von0.5 bis0.6x 10-6Millimolen, d.h. 
a u f  1 Carboxylasemoleki i l  r u n d  7 Molekule 2-Brom-naphtha,zar in .  
Bei der Inaktivierung durch Quecksilber(I1)-chlorid findet man auf gleichem 
Wege e h  VerhEiltnis von etwa 1 : 6. 

Die von F .  Kubowi tz  und W. Liittgens41) angegebenenDaten fiihren zu 
einem ahnlichen Ergebnis: Nach diesen Autoren enthalten 75000 g Protein der 
reinsten Fraktion 1 Mol Cocarboxylase. Die Proteinbestimmung an einem von 
uns verwendeten Praparat ergib 96 y Protein je 0.3 ccm Fermentsuspension 
und Testansatz von 2 ccm entsprechend 1.3 X Millimol Cocarboxylase, wah- 
rend wir nach Green 0.7 bis 0.8X 10-6 Millimol fanden42). Dieser Unterschied 
ist wohl so zu erklaren, daB unser Priiparat nicht so rein war und mehr Protein 
enthielt, als das von Kubowi tz  und Li i t tgens  zu nnalytischen Untersuchun- 
gen gereinigte. 

41) Biochem. Ztschr. 307, 170 [1940]. 
4 2 )  Die yon Green und Mitarbeitern untersuchten Carboxylweprapamte wsren 

aus Oberhefe hergestellt, die unsrigen aus Unterhefe. K u b o w  i t z und Lii t t g en s 
verwendeten vermutlich auch Unterhefe. 




