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I m  Rahmen unserer Arbeiten fiber die Beeinflui3barkeit der Aktivit~t 
einzelner Enzymsysteme durch Chinone und andere redox~ktive Sub- 
stanzen haben.wir nunmehr den Einflui~ solcher Stoffe auf dss kstalytische 
Verhslten yon P~nkresslipsse und Serumcholinesterase untersueh~. 
Diese beiden Fermente enthslten nach Angsbe verschiedener Autoren i 
Sulfhydrylgruppen, welche 4fir die enzymatisehe Wirkung wesentlich 
sein sollen; als Beweis wird die Hemmbarkei t  der Fermente durch be- 
st immte Thiolresgenzien sngeffihrt. Da es nun wahrscheinlich is~, dab 
die I-Iemmung verschiedener yon uns ~ wie such yon snderen Autoren a 
untersuchter Enzymsysteme dureh Chinone einer Reaktion freier Sulf- 
hydrylgruppen im Fermentmolekfil mit  diesen Substsnzen zuzusehreiben 
ist, erschien es uns interess~n~, much die Pankreaslipase und die Serum- 
cholinestersse suf ~n~loge Erscheinungen zu prfifen. 

Zu unserer lJberraschung erwiesen sich ~ber Pankreaslipase ebenso 
wie Serumcholinesterase gegenfiber Chinonen, Indophenolen und such 
sog~r gegen die freien RadikMe Porphyrexid und Porphyrindin, die sehr 
starke Oxydationsmittel  dsrstellen, vSllig unempfindlieh. 

1 T . P .  Singer urld E. S. G. Barton, J. biol. Chemistry 157, 241 (1945). - -  
D. NacIvmansohn und E..Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 21, 797 (1939). 

2 Mh. Chem. 76, 180 (1946); 78, 53, 273 (1948); vgl. auch die vor- 
s~ehende l~Iitteflung. 

3 Vgl. z. B. L. Hellerman und M.  E. Perkins, J. biol. Chemistry 107, 
241 (1934). 
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M e t h o d i k .  

Die Bestimmung der Aktivit/it  der Pankreaslipase wurde naeh Wil l -  
st~itter und M e m m e n  4 durchgeffihrt. Als Ferment  fend ein k/iufliches ge- 
reinigtes Pr&parat yon Witte  Verwendung, als Substrat diente Methylbutyr~t,  
des wir selbst herstellten und  durch fr~ktionierte Destillation reiingten. 
Der Fermentans~tz wurde durch Calciumoleat ~ktiviert, welches in der L6sung 
dureh Zugabe /~quivalenter iKengen von l~atriumoleat und  Calciumchlorid 
erzeugt wurde. Die l~e~ktionsl6sungen wurden dureh einen Ammoniak- 
Ammonehlnrid-Puffer nach Mgehaelis auf pE ~ 8 gehalten. 

Ffir einen Ansatz wurden 0,3 ecru Methylbutyrat,  5 ecru Pufferl6sung, 
5 ccm der zu untersuchenden L6sung des Effektors bzw. bei Blindversuchen 
5 ecru Wasser in einen Kolben gebraeht und  im Thermostaten auf die Ver- 
suchstemperatur (30 ~ gebracht. Die Fermentl6sung wurde durch Aufl6sen 
yon 0,1 g des oben erw&hnten Pr/~parats in 10 ecru Glycerin, Aufw~rmen 
dieser L6sung auf 30 ~ uud darauffolgendem Zusetzen von 10 ecru Wasser 
hergestellt. Nach Abfiltrieren durch Watte  wurden devon 10 ecm zu der 
gepufferten Substrat-I-Iemmstoffl6sung zugesetzt und dann durch Zugabe 
von 1 eem n-CaC12-L6sung in Wasser und  2 ccm gleichmolarer l~atrinm- 
oleatl6sung aktiviert. Von der so erzeugten Misehung wurden sofort 10 cem 
entnommen und in 20 ccm n/50 HC1 pipettiert und  gegen Bromkresolpurpur 
(0,5 g pro 100 cem Wasser) mit  n/50 KOI-I titriert. Die restliche l%e~ktions- 
misehung wurde 2 Stunden im Thermostaten bel~ssen, darauf wieder l0 cem 
entnommen und in gleieher Weise titriert. Die ]3ereehnung der Spaltwerte 
und einer eventuollen Aktivit/~tsbeeinflussung geschah in fiblicher Weise. 
Die Bestimmung der Aktivit/it der Serumeholinesterase erfolgte in An- 
lehnung an eine lV[ethode yon Delaunois  u n d  Casier, 5 wobei sehr zuverlEssige, 
gut reproduzierbare Werte erhalten wurden. Des Prinzip dieser Bestimmung 
beruht  auf einer potentiometrisehen pmMessung; die dutch fermentative 
I-Iydrolyse des Acetylcholins in Freiheit gesetzte Essigs/~ure ver~ndert des pE 
der L6sung. Die Messung wurde in einem doppelwandigen, zweifach dureh- 
loehten Glasgef~tl] yon zirka 200 ecru Inhal t  durchgeffihrt. Eine 0ffnung 
trug eine Antimonelektrode, die vor ]eder 1Kessungsreihe frisch geschmirgelt 
wurde, die andere Offnung einen por6sen Tonstift, der die Verbindung zur 
Bezugselektrode, einer ges&ttigten Kalomelelektrode, herstellte. W/~hrend 
der Messung diente ein zentral fiber dem Reaktionsgef/~2 angebrachter kleiner 
Elektromotor ffir gleiehbleibende l~iihrung sowie ein Ultrathermostat  mit  
Umlaufpumpe ffir Temperaturkonst~nz (20~ Die beiden Elektroden waren 
dutch kurze Kupferdr~hte mit  den Klemmen eines Jonometers nach Lauten-  
schlgger verbunden, dem naeh dem Prinzip der Poggendorfschen Kompensations- 
schaltung die abgegriffene EMK der Spannung eines 4-Volt-Akkumulators 
entgegengeschaltet war. Vor jeder Messung wurde die Spannung des Akku- 
mulators gegenflber einem W e s t o n - E l e m e n t  nachgeeieht. 

Als Anfangswert des p~ wurde 6,8 gew/~hlt, welches mit  Hilfe eines Borat- 
puffers eingestellt wurde. ])as welt im Alkalischen liegende Wirkungsoptimu m 
der Serumeholinesterase konnte wegen der Zersetz]ichkeit unserer Wirkstoffe 
in diesem Bereich nieht eingehalten werden. Als Fermentpr~tparat diente 
Pferdeserum; die Substratl6sung wurde durch Aufl6sen yon 1 g Acetyleholin 
in 10 ccm destilliertem Wasser t~glich friseh hergestellt. Beide L6sungen 
wurden stets im Dunkeln unter  Eiskfihlung aufbewahrt. Fermentl6sungen, 

~=Ioppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 183, 229 (1924), 
Exper. 2, 67 (1946). 

38" 
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die langere Zeit einer st~irkeren Belichtung ausgesetzt waren, zeigten deutliche 
Aktivitiitssteigerungen. 

Die Messungen warden durchgeffihrt, indem das l~eaktionsgef/il3 zuerst 
mit 1 ccm der beschriebenen SubstratlSsung und 57 ecru destflliertem Wasser 
besehickt wurde. Nach Angleichung der Temperatar wurde die Spontan- 
hydrolyse des Substrats verfolgt, wobei ieweils ein abgemessener ldeiner 
i]Ibersehul3 yon n/]00 IgaOI-I fiber die zur Neutralisation der freigesetzten 
Essigs~iure notwendigen Menge hinzugeftigt wurde. Dann wurde gewarte~, 
bis das ursprfingliche pH wieder erreicht war. Dieser Vorgang warde mehr- 
reals wiederholt. Aus den hinzugefiigten Laugenmengen lind den ent- 
sprechenden Neutralisationszeiten l~il~t sich die iydrolyse des Acetylcholins 
leieht berechnen, lgaeh etwa 15 Minuten Beobachtung der Spontanhydrolyse 
warde 1 ccm Pferdeserum hinzugesetzt, die ttydrolyse unter Einflul~ des 
Fermentes in gleicher Weise gemessen und sehliel~lich darauf der zu unter- 
suchende Wirkstoff in entsprechender Konzentration zugegeben und die 
Hydrolyse unter dessen Einfluf~ in analoger Art beobaehte~. Zum Sehlul~ 
warde die Enzymwirkung durch Zusatz von EserinlSsung vSllig gehemmt 
und noch einmal die Spontanhydrolyse gemessen, welche infolge der Abnahme 
der Substratkonzentration im Verlaufe des Versuehes merklich geringer 
geworden war. 

Die Werte ffir die Spontanhydrolyse vor und nach der Bestimmung 
warden arithmetisch gemittelt und der erhaltene Mittelwert von der Gesamt- 
hydrolyse abgezogen, wodurch die Werte ffir reine Fermenthydrolyse bzw. 
durch Wirkstoffe beeinflul3te Fermenthydrolyse erhalten warden. 

Die Wirkstoffe warden allgemein in Wasser oder in ]4thylalkohol gelSst; 
in der I-Iauptversuchsreihe war die Konzentration der untersuchteu Chinone 
darehwegs 10-4-molar. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n .  

Sowohl an der P~nkreaslipase als ~uch an der Serumcholinesterase 
wurde die Wirkung einer grSl~eren Reihe yon Benzochinonderiv~ten 
und AbkSmmlingen der Naphthoehinone (vgl. unsere friiheren Mit- 
teilungen), weiters einige Vertreter ~us der Klasse der Indophenole 
sowie sehliel~lich die freien R~dikale Porphyrexid und Porphyrindin auf 
die Aktivit~t dieser Enzyme gepriift. Bei Einhaltung der geschilderten 
Versuehsbedingungen erwiesen sich s~mtliche genannten Verbindungen 
als vSllig wirkungslos. Beim Porphyrexid, der untersuchten Substanz 
mit dem hSchsten Redoxpotenti~l, gel~ng es unter Einsch~ltung einer 
mehrstfindigen Inkubation dieser Verbindung mit dem P~nkreus- 
lipasepr~parat vor Zugabe des Substrates bei der d~rauffolgenden 
Aktivit/~tsmessung eine schwache t temmung (16%) nachzuweisen. Alle 
iibrigen geprtiften Stoffe zeigten uuch unter diesen Bedingnngen keine 
Beeinflussung der Lipuse. Aueh niehtuktivierte Pankreaslipase konnte 
bei Versuehen ohne Zusatz yon Calciumole~ zum Ansatz in ihrer schwuehen 
Aktivits nieht gehemmt werden. 

Diese Ergebnisse erscheinen uns besonders deshalb ~ls bemerkenswert, 
weil in der Literatur mehrere Hinweise zn finden sind, dab es sieh bei 
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den beiden untersuehten Enzymen um sogenannte ,Thiolfermente" 
handel,, also Fermente, die zur Ausfibung ihrer Wirkung die AnwesenheiC 
freier SH-Gruploen ira Molekfil brauehen. So gelang es Barren und Singer, 1 
Pankreaslipase mit p-Chlormereuribenzoat, p-Aminophenyldichlorarsin- 
hydroehlorid und 3-Amino-4-oxyphenyldiehlorarsin-hydroehlorid zu 
hemmen; sehon frfiher hatten Weinstein und  W y n n e  6 fiber eine Hemm- 
wirkung yon Halogenessigs~uren auf dieses Ferment sowie fiber eine 
Reaktivierung durch Cystein und Thioglykolsaure beriehtet; alle diese 
Befunde sloreehen klar ffir die Thiolnatur des Fermentes. Eher kbnnte 
im Falle der Serumeholinesterase fiber die Existenz yon ffir die Wirkung 
essentiellen SH-Gruppen ein Zweifel bestehen; immerhin wird aber fiber 
Hemmungen durch Jodessigsaure, Maleins~ure, Alloxan und oxydiertes 
Glutathion beriehtet, wahrend naeh denselben Angaben SH-Glutathion 
reaktivierend auf derart gehemmte Cholinesterase wirken sell. 7 

Anderseits ist es kaum zu bezweifeln, dab die Hemmwirkung der 
Chinone auf eine Anzahl yon Fermenten - -  es seien hier nur die Urease 
und das Papain genannt - -  auf eine Reaktion der Hemmstoffe mit 
ffir die Wirkung der Enzyme essentiellen Sulfhydrylgruppen zurfick- 
zuffihren ist. 

Unter der Annahme, dab es sieh bei den yon uns hier un*ersuchten 
zwei Enzymen tats~ehlieh um Thiolfermente handelt, ist es nicht einfaoh, 
ffir die Niehthemmbarkeit dutch Chinone eine Erkl~Lrung zu finden. In 
einer sehr grfindliohen Arbeit fiber Sulfhydrylenzyme unterscheiden 
Barton und Singer s drei verschiedene Arten yon Reagenzien auf SIt- 
Gruppen: 1. mflde Oxydationsmittel (Ferricyanid, Porphyrindin, 2,6- 
Dichlorindophenol); 2. Alkylierungsnfittel, wie z. B. Halogenessigsguren, 
Jodaeetamid; 3. t~eagenzien, wie p-Chlormercuribenzoat und die Arsen- 
verbindungen. Die erste Gruppe wiirde nur auf solche SH-Gruppen 
wirken k6nnen, welche geniigend nahe aneinander gelagert sind, um die 
Bildung yon S--S-Komplexen zu ermSgliehen; die Halogenessigsguren 
wfirden wohl mit mehr SH-Gruppen reagieren als die erste Gruppe; 
immerhin blieben aber noeh unbeeinflul~bare Sulfhydrylgruppen nach- 
weisbar. Nut die Gruppe der Arsenverbindungen und das p-Chlor- 
mercuribenzoat seien imstande , mlt allen im ursprfingliehen EiweiBstoff 
vorhandenen SH-Gruppen zu reagieren. Entsprechend unterscheiden 
dieselben Autoren in einer anderen Arbeit 1 labile, also ]eicht reagierende, 
und trgge SH-Gruppen. 

Die Chinone, die in der obigen Zusammenstellung nicht genannt sind, 
sind nun sehwer in das Schema einzuordnen. Sicherlich gehSren sie als 

s j .  biol. Chemistry 112, 649 (1935/36). 
7 Vgl. H. Kraut und f~. Wcischer in I-Iandbuch der Katalyse, herausge- 

geben yon G.-M. Schwab, Bd. III, S. 158. Wien. 1941. 
s j .  biol. Chemistry 157, 221 (1945). 
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Oxydationsmittel in die erste Gruppe; ~nderseits sind sie, wie Kuhn 
und Beinert 9 in Modellversuchen gezeigt h~ben, imst~nde, mit Sulfhydryl- 
gruppen eine Kondensation einzugehen, w~s allerdings durch sterische 
Verhi~ltnisse oft erschwert sein diirfte. 

Die essentiellen SH-Gruppen der yon uns hier untersuchten Enzyme 
sollten also, wenn wir der Klussifizierung yon Singer und Barron folgen, 
sich gegenfiber den Chinonen tr~ge verh~lten; einerseits sind sie so ge- 
l~gert, da{~ die Bildung yon S--S-Bindungen ausgeschlossen ist, ~nder- 
seits mul~ eine entsprechend den Vorstellungen yon Kuhn und Beinert 
erfolgende Kondensation mit den Chinonen ~us sterischen Griinden un- 
mSglieh sein. 

Zusammenfassung. 

Es win'de die Wirkung yon Chinonen, Indophenolen, Porphyrexid 
und Porphyrindin auf die Aktivit~t yon P~nkreasHpase und Serum- 
eholinesterase gepriift. Obwohl diese beiden Fermente nach zahlreiehen 
Literuturangaben fiir ihre Wirkung die Existenz freier Sulfhydrylgruppen 
benStigen und unter den genannten Substanzen insbesondere die Chinone 
imstande sind, mi~ freien SH-Gruppen zu reagieren, lied sieh hier keine 
Hemmung beob~chten. Es wird versucht, eine Erkl~rung ffir dieses 
Verhalten zu erbringen. 

9 Ber. dtsch, chem. Ges. 77, 606 (1944). 


