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Obwohl fiber die Bedeutung der rhosphomonoesterasen ffir den 
Stoffwechsel der lebenden Zelle noch nicht sehr viel bekannt  ist, scheint 
diese Enzymgruppe,  deren Vertreter in verschiedensten tierischen und 
pflanzlichen Geweben, wie auch in ~ikroorganismen oft in grol~er Kon- 
zentration vorkommen, doch eine bedeutende l~olle im chemischen 
Geschehen der lebenden Zelle zu spielen. Nach Roche 1 kSnnen wir vier 
verschiedene Typen sogenannter isodyn~mer Phosphomonoesterasen 
unterscheiden, die sich voneinander durch verschiedcne p~-Optima, 
Substratspezifit~it und Verhalten gegen Aktivatoren und Effektoren 
streng voneinander trennen lassen. 

Bei unseren Untersuchungen tiber die Biochemie der Chinone schien 
es uns nun wfinschenswert, den Einflul] unserer Wirkstoffe auf die Aktivi- 
ti~t~ dieser Fermentsysteme zu prtifen. In  der vorliegenden Mitteilung 
wollen wir fiber Hemmungserscheinung an Phosphomonoesterasen der 
IIefe berichten. In  der tIefe kommen nach den eingehenden Forschun- 
gen yon SchSHner und Krumey  2 yon den vier erW~hntcn isodyn~men 
Phosphomonoesterasen wahrscheinlich drei vor, yon denen allerdings 
eine, und zwar diejenige, welche in ihrer Spezifit~t und in ihrem 
pH-Optimum der Nierenphosphatase entspricht, nicht ausreichend 
charakterisiert zu sein scheint. Die Verteilung dieser Phosphatasen ist 
bei verschiedenen meferassen wechselnd. Wir haben uns hier auf die 

1 IKelv. chim. Act~ 29, 1253 (t946). 
ttoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 25~, 145 (t938). 
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Untersuchung zweier Fermentsysteme beschriinkt, die in ihrer Spezifi. 
t a t  und ihrem p~-Optimum merkliche Unterschiede zeigen, nitml.ich 
der sogenannten Oberhefenphosphatase n~ch H. und E. Albers, a welche 
ein p~-0p t imum zwischen 3,8 und 4,2 zeigt und ~- und fl-Glyeero- 
phosphat  etwa im Verhaltnis yon 4 zu 10 angreift, und die c~- Glyeero- 
phosphatase nach Schi~//ner und Bauer, 4 deren pH-0totimum etwa bei 
6,4 liegt und welche fi-Glycerophosphat kaum angreift. 

Methodik. 

Darstellung der Fermentpri~parate: Die ~-Glycerophosphatase wurde 
genau nach den Angaben von Schi~//ner und Krumey 2 hergestellt. Zu 
den Glycerinextrakten aus getrockneter Unterhefe, die wit der Schwechater 
Brauerei, Wien-Schwechat, verdanken, wurde 1/100-molares Magnesium- 
sugar Ms Aktivator  hinzugesetzt. 

Die I)arstellung der Oberhefenphosphatase wurde zuerst nach der 
Vorschrift yon H. und E. Albers 3 durch fermentative Freilegung mi t  
Hilfe eines Extrakts  yon Griinmalz versucht. Die erhaltene Ferment-  
15sung war aber nur in sehr geringem AusmM~ phoslohataseaktiv, was 
wir der Tatsaehe zuschreiben, dM3 die yon uns verwendete Prel~hefe 
(aus den Mautner-Marlcho//schen Prel~hefef~briken, Wien XI)  sieh yon 
dem Ausgangsprodukt der genannten Autoren stark unterschied. 

Wir versuchten dar~uf, das Ferment  vermittels gereinigten Dioxans zu 
extrahieren. Dies gelang uns, ~ber mit  ziemlich wechselndem Erfolg, 
da sich jede einzelne Hefelieferung yon den vorangehenden in ihren 
Eigenschaften Untersehied. 

Es mag bier erw~hnt werden, daI3 es uns zweimal gelang, dureh 90 Minuten 
dauernde Extraktion mit Dioxan hochaktive Fermentextrakte zu erhalten, 
die bei langsamer Zugabe yon Ammoniak-Ammonchloridpuffer (pE ~ 8) 
Kristalle ausschieden; naeh Filtration zeigte sich, dal3 die gesamte Phos- 
loh~taseaktivitat in den Kristallen enthalten war. Diese Kristalle denatu~ 
rierten jedoeh sehr raseh und verloren in Kiirze ihre Aktivitiit. Da wir diese 
Kristalle mit spiiteren :[-lefesendungen nicht mehr reioroduzieren kom]ten, 
sind wir nieht in der Lage, genaue Aussagen dariiber zu maehen, ob es sich 
hier urn krista]lisierte Oberhefenlohoslohatase gehande]t hat, oder ob die 
Phosphatase an irgendwelehe kristalline Begleitstoffe adsorbiert war. Die 
Kristallisierung der Oberhefenphosphatase ist unseres Wissens noeb niemals 
in der Literatur beschrieben worden. 

Um nun zu eineln zuverl~ssigen und hMtbaren Fermentpri iparat  zu 
kommen, legten wir sehliei31ich die Oberhefenphosphatase durch Kryolyse. 
frei. Die frisehe Here wurde nach ein- bis zweitiigigem Aufbewahren im 
Eisschrank mit  fester  Kohlens~iure (oder flfissiger Luft) eingefroren und 

8 Ark. Kern. Mineral. Geol. 12 (B), Nr. 3 (1935); I~IolOlOe-Seylers Z. physiol. 
Chem. 235, 47 (1935). 

Itoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 232, 66 (1935). 
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~o einen Tag fang stehe n gelassen. Sie wurde dann eine Woche lang 
bei 5 ~ aufbewahrt, wobei Verfltissigung und langsame Autolyse unter 
geringer Gasentwicklung eintrat. Dann wurde mit der fiinffaehen Menge 
25% igen Dioxans 11/2 Stunden bei 10 ~ extrahiert und die Hefereste 
abzentrifugiert: Dieser Extrakt  hatte zwar keine sehr hohe Phosphatase- 
aktivit~t, war aber vergleichsweise recht stabil. 

Aul~erdem wurden noeh Hemmungsversuche gegeniiber der Phos- 
phataseaktivit~t yon 0berhefensuspensionen durchgefiihrt. 

Durch]iihrung der Hemmungsversuche: Die Versuehsansgtze be- 
standen aus 2 eem FermentlSsung, 2 ecru 0,5-normaler PufferlSsung 
(bei ~-Glyeero phosphatase Citrat-NaOtt-Puffer yon p~ 6,4, bei Ober- 
hefenphosphatase Citrat-HC1-Puffer von PH 4,0), 1 ccm Substrat- 
15sung (in den meisten F~llen Natrium-~-glyeerophosphat entspreehend 
7,5 mg organiseh gebundenem Phosphor), 4 ccm ChinonlSsung der zu 
untersuehenden Konzentration sowie 1 cem MagnesiumsulfatlSsung 
bzw. bei 0berhefenphosphatase, we Magnesiumionen keine akti. 
vierende Wirkung zeigen, Wasser. Gesamtmenge des Versuchsansatzes 
10 ccm. 

Die auf 30 ~ vorgew~rmten LSsungen wurden naeh der Mischung 
20 Minnten im Schiittelthermostaten bei 30 ~ gesehiittelt und dann in 
2 corn der iiberstehenden LSsung die Menge freigesetzten anorganischen 
Phosphats nach der Methode yon Fiske und Subharow bes~immL Bei 
Verwendung yon Oberhefensuspensionen muBte vor der Phosphorsgure- 
bestimmung die Here abzentrifugiert werden. 

Ergebnisse. 
Die unter den gesohilderten Bedingungen erhaltenen gemmungs- 

werte sind fiir den Fall der r in Tabelle 1 wieder- 
gegeben. 

Die untersuehte ~-Glyeerophosphatase zeigte praktisch keine Wirkung 
auf fl-Glycerophosphat. 

Die Wirkung der Chinone auf Oberhefenphosphatase war allgemein 
eine weitgehend ~hnliehe. Die perzentuellen Hemmwerte sind in Tabelle 2 
wiedergegeben. 

Die untersuchte Oberhefenphosphatase zeigte eine etwas stgrkere 
Wirkung auf fl-Glycerophosphat als auf ~-Glyeerophosphat; Hemmwerte 
unter Verwendung des fi-Isomeren waren  innerhalb der Versuehsfehler- 
grenzen vSllig gleieh mit den angefiihrten Werten. 

Wie erwghnt, wurden aueh Versuehe mit Oberhefensuspensionen 
durchgefiihrt. Die Chinone zeigten aueh in diesen Fgllen ghnliehe Hem- 
mungserscheinungen gegeni!ber der Phosphataseaktivit~tt; bemerkenswert 
ist es, dab die erhaltenen Hemmwerte im allgemeinen gut mit den in 
Tabelle 2 angeffihrten iibereinstimmen und nur Benzoehinon und Tolu- 
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c h i n o n  a u s  d e r  l ~ e i h e  f a l l e n .  D i e s e  b e i d e n  e i n f a c h s t e n  S u b s t a n z e n  d e r  

R e i h e  h e m m t e n  d i e  P h o s p h a t a s e w i r k u n g  d e r  H e f e s u s p e n s i o n  i n  b e d e u t e n d  

g e r i n g e r e m  A u s m a B  a ] s  d i e  A k t i v i t ~ t t  d e s  m i t t e l s  K r y 6 1 y s e  u n d  D i o x a n -  

e x t r a k t i o n  g e w o n n e n e n  F e r m e n t p r ~ p ~ r a t e s .  

T~be l l e  1. P e r z e n t u e l l e  t t e m m u n g  d e r  A k t i v i t / ~ t  d e r  a - G l y -  
c e r o p h o s p h ~ t a s e  d u r c h  C h i n o n e .  p K - - - - 6 , 4 ,  30 ~ , V e r s u c h s d a u e r  

30 Minuten. 

Substanz 

] 3 e n z o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . .  
T o l u e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
m - X y l o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . .  
p - X y l o c h i n o n .  . . . . . . . . . . . . . .  
T h y m o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . .  
4 - M e t h o x y t o l u c h i n o n  . . . . . . .  : .  
C h l o r b e n z o c h i n o n  . . . . . . . . . . .  
m - D i c h l o r b e n z o c h i n o n  . . . . . . .  
p - O i c M o r b e n z o c h i n o n  . . . . . . . .  
1 , 2 - N a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . .  
C h l o r  - 1 , 4 - n a p h t h o e h i n o n  . . . . .  
M e t h y l -  1 , 4 - n a p h t h o c h i n o n  . . . .  
2 , 3 - D i c h l o r n ~ p h t h o c h i n o n  . . . .  
2 - C h l o r - 3 - o x y n a p h t h o c h i n o n . .  
L a w s o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N a p h t h a z a r i n  . . . . . . . . . . . . . . .  

Perzentuelle Hemmung der Spaltung yon Natrium-~- 
glycerophosphat bei verschieden molarer Konzentration 

der ]~emmstoffe 

4.10 • 

84 
lOO 

4.10 -4 

25 
63 
18 
15 

3 
17 

5 

40 

~.10-5 

10 
38 

O 
O 

18 
0 
4 
0 
0 

20 
16 
22 
17 
28 

hShere Verdfinn. 

15 ( 4 .  10 -6) 

16 (1 . 10 -6) 

T a b e l l e  2. P e r z e n t u e l l e  H e m m u n g  d e r  A k t i v i t / ~ t  d e r  O b e r -  
h e f e n p h o s p h a t a s e  d u t c h  C h i n o n e .  l O H :  4,0, 30 ~ , V e r s u c h s d a u e r  

30 M i n u t e n .  K e i n e  A k t i v i e r u n g .  

Substanz 

B e n z o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T o l u c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
m - X y l o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . .  
p - X y l o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . .  
p - 1 ) i c h l o r b e n z o c h i n o n  . . . . . . . . .  
4 - M e t h o x y t o l u c h i n o n  . . . . . . . . . .  
1 , 2 - N a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . . . .  
2 - M e t h y l -  1 , 4 - n a p h t h o c h i n o n . . .  
2 - C h l o r n a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . .  
2 - C h l o r - 3 - o x y n a p h t h o c h i n o n . . .  
N a p h t h a z a r i n  . . . . . .  . . . . . . . . . . .  

Perzentuelle l~emmung der Spaltung yon Natrium-~- 
glycerophosphat bei verschieden molarer Konzentration 

der ]Iemmstoffe. 

4.10-a 

32 
36 

.4.10-a 

15 
18 
15 
17 

11 

1 8  

4.10 -5 IhShero Verdiinn. 

0 
7 
4 
8 
4 
0 

0 
7 
5 

15 ( 4 . 1 0  -6 ) 

o ({. io-~) 
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Diskussion. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dab die Phosphomonoesterasen der Hefe, 
ebenso wie die alkalisehe Monophosphoesterase, welehe yon S i z e r  5 in 
dieser Richtung untersucht  wurde, yon Chinonen in ihren Aktivit/~ten 
gehemmt werden kSnnen. Die gemessenen Effekte sind yon Substanz 
zu Substanz verschieden, aber in manehen F/~llen durchaus betr/~chtlieh. 

Die l~eihung der Chinone gibt bei beiden untersuchten Monophospho- 
esterasen der Hefe ein zivmlieh gleichartiges Bild; in beiden F/~llen seheint 
bemerkenswerterweise das Toluchinon der st~rkste Inh ib i to r  zu sein, 
darauf folgt das Benzochinon Und yon den Derivaten der Naphthochinone 
ist das 2-Chlor-3-oxy-l,4-naphthoehinon der aktivste Hemmstoff. Es 
scheint im allgemeinen, dal3 die ~-Glycerophosph~tase ein empfindlicheres 
System darstellt als die Oberhefenphosphatase; insbesondere Naphtho- 
chinonderivate zeigen gegenfiber dem letzteren System nur recht geringe 
Hemmwirkung. Ein Vergleich der erhaltenen Reihungen mit denjenigen, 
die wir in frtiheren Versuchen mit anderen Fermentsystemen (Urease, 6 
Katalase, 7 Papain, s Amylasen 9) gefunden wurden, l~13t keinerlei Gemein- 
samkeiten erkennen. Daraus l~Bt sich annehmen, dab der Hemmungs- 
mechanismus der Chinone gegenfiber der Phosphataseaktivit~t ein anderer 
sein mu~ als der bei den genannten Enzymsystemen. ~ber  die Ar t  dieses 
Mechanismus kann zur Zeit noch keine Aussage gemacht werden. 

Auch eine Ubereinstimmung der erhaltenen Wirkungsreihen mit 
derjenigen, die bei unseren seinerzeitigen Versuchen fiber die Beeinflussung 
des ttefewachstums durch Chinone gefunden wurde, 1~ ist nicht festzu- 
stellen. Es ist deshMb zu schliel3en, dal3 die Hemmung der untersuchten 
Monophosphoesterasen nicht einen fiir die Wachstumshemmung domi- 
nanten Effekt darstellt. 

Zusammenfassung. 

Es wurde die Hemmung der Aktivit~t zweier Monophosphoesterasen 
der Here dutch verschiedene Chinone gemessen. D ie  gefundenen Hem- 
mungswerte sind teilweise recht betr/~chtlich, lJbereinstimmungen der 
erhaltenen Wirkungsreihen mit den in frfiheren Versuchen mit anderen 
Fermentsystemen erhaltenen Reihungen konnten ebensowenig gefunden 
werden, wie eine ~bereinstimmung der antibiotischen Wirkung der 
einzelnen Chinone gegenfiber der Hefezelle. 

J. Biol. Chem. 145, 405 (1942). 
6 Mh. Chem. 76, 180 (1946). 

Mh. Chem. 76, 319 (1947). 
s Mh. Chem. 78, 53 (1948). 
9 Mh. Chem. 79, 248 (1948). 

10 Exper. 3, 327 (1947). 


