Die Hemmung des Wachstums verschiedener Bakterienarten
durch Chinone.

(XVI. Mitteilung iber bakteriostatische Chinone und andere
Antibiotica.)

Von
0. Hoffmann-Qstenhof und H. Fellner-Feldegg.
Aus dem I. Chemischen Laboratorium der Universitdt Wien.
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Uber die antibakteriellen Wirkungen der Chinone liegt bereits eine
grofere Anzahl von Untersuchungen vor. Schon 1906 beobachtete
Browne' einen derartigen Effekt und weitere Versuche von Thalhimer
und Palmer?, Cooper® sowie Morgan und Cooper* zeigten einerseits die
Grenzen der bakteriziden Wirkungen der Chinone auf; anderseits stellten
diese Autoren fest, daB die von ihnen untersuchten Substanzen dieser
Gruppe verhéltnismaBig toxisch fiir den tierischen und menschlichen
Organismus sind, weshalb eine Verwendung als Chemotherapeutica nicht
in Frage kommt. Morgan und Cooper* fanden, daB die Wirkung
der Chinone in eiweillhaltigen Medien eine stark abgeschwéchte ist,
wodurch sie auch als Desinfektionsmittel nicht angewandt werden kénnen.

Seit dem Jahre 1942-ist durch die Erkenntnis, daB eine Anzahl von
aus Mikroorganismen gewinnbaren antibiotisch wirkenden Substanzen
chinoide Struktur aufweisen, das Interesse fir die antibakteriellen
Effekte der Chinone wieder erwacht und so begegnen wir in der Literatur
der letzten Jahre zahlreichen Mitteilungen iiber diese Wirkungen?®.

1 J. Amer. chem. Soc. 28, 453 (1906).
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5 E. A. Ozford und Mitarbeiter, Chem. Industries 61, 128, 189, 485 (1942).
— W.D. Armstrong, W.W. Spink und J. Kghnke, Proc. Soc. exp. Biol.
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Tabelle 1. Die auf ihre bakteriostatische Wirkung
untersuchten Chinone.

Ordnungszahl
Substanz in den Tabellen
2 bis 10
p-Benzochinon ............ ... ... .. ..., 1
2,6-Dichlorbenzochinon . ................. 2
2,5-Dichlorbenzochinon . ................. 3
Chloranil ........... ... i, 4
2,6-Dimethoxybenzochinon............... 5
Toluchinon. ....... ... ... ... .. ... 6
4-Methoxytoluchinon . ................... 7
p-Xylochinon ............o.iiii. 8
Thymochinon ............ ..ol 9
Dichlorthymochinon .................... 10
1,4-Naphthochinon...................... i1
1,2-Naphthochinon...................... 12
2-Chlor-1,4-naphthochinon ............... 13
2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon ............ 14
Lawson.......oooovini i 15
Naphthazarin .......................... 16
2-Chlor-3-oxy-1,4-naphthochinon.......... 17
2-Methyl-1,4-naphthochinon. ............. 18
Phthioecol ... ... . o i 19
Methylnaphthazarin................ ... .. 20
Anthrachinon .......................... 21

Obwohl also bereits reichliches Material iiber diese Fragen vorliegt,
haben wir es dennoch fiir notwendig gehalten, auch im Rahmen unseres
Versuchsprogramms derartige Untersuchungen durchzufithren. Wie
bereits aus den fritheren Mitteilungen dieser Reihe ersichtlich ist, liegt
unser Interesse an den antibiotischen Wirkungen der Chinone weniger
in einer praktischen Auswertung dieser Effekte als darin, da wir hoffen,
mit Hilfe dieser leicht zuginglichen und in ihrer Konstitution leicht
variierbaren Wirkstoffe Aufschluf} tiber den Mechanismus ihrer Effekte
und damit iiber wesentliche Funktionen der lebenden Zelle zu erhalten.
Die meisten der fritheren Untersuchungen dieses Gebietes bringen aller-
dings nur Angaben iiber die duBlersten noch bakterizid bzw. bakterio-
statisch wirksamen Konzentrationen der Chinone, wohingegen wir es
tir den von uns angestrebten Zweck fiir notwendig erachten, méglichst
exakte Dosis-Wirkungsbeziechungen zu kennen. Wir beabsichtigen in

C. A. Colwell und M. McCall, Science (New York) 101, 592 (1945); J.
Bacteriol. 581, 659 (1946). — W. B. Geiger, Arch. Biochem. 11, 23 (1946). —
G. B. Marini-Bettolo und FE. Del Pianto, Pontif. Acad. Sei. Comment. 10,
87 (1946); 11, 35 (1947); Rend. Accad. nazion. Lincei, Classe Sci. fisiche
mat. nat., Ser. VIII, 1, 783 (1946).



722 O. Hoffmann-Ostenhof und H. Fellner-Feldegg:

Tabelle 2. Einflufl verschiedener Chinone auf das Wachstum von
Pseudomonas aeruginosa. Fleischbrithe-Peptonwasser, 24 Stunden, 37°
(Wachstum unter Normalbedingungen = 100).

B ‘Wachstum bei verschieden molarer Konzentration der Wirkstoffe (Konzentration
§ Pep = neg. Logarithmus der Chinonkonzentration)
=
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| i ! |
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der Folge Untersuchungen iiber den Einfluf der Chinone auf einzelne
Zellfunktionen der Bakterien in #dhnlicher Weise durchzufithren, wie
wir es bei der Hefe begonnen haben (vgl. Mitt. 15).

Methodik.

Die zu diesen Versuchen verwendeten Bakterienarten waren je ein Stamm
von Pseudomonas aeruginosa (Bacterium pyocyaneum), Escherichia coli,
Staphylococcus aureus und Streptococcus haemolyticus, welche wir dem
bakteriologischen Laboratorium des Pathologischen Instituts der Universitit
Wien verdanken.

Als Nihrboden wurden verwendet:

1. Fleischbrithe-Peptonwasser [Fleischextrakt aus 50 g Bacto-Beef (Difco),
10 g Bagcto- Peptone (Difco), 5 g NaCl auf 1000 com Wasser und mit Na,CO,
auf pH 7 eingestellt];

2. Glucose-Peptonwasser (10 g Bacto-Peptone, 50 g Glucose, 5g NaCl
auf 1000 ccm Wasser, pH 7);

3. ein synthetischer Nahrboden (50¢g Glucose, 10g NH,NO, 10g
Seignettesalz, 10 g KH,PO,, 0,56 g MgSO, auf 1000 cecm destilliertes Wasser,
mit Soda auf pH 7 eingestellt).
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Wegen der geringen Wasserloslichkeit der meisten Chinone wurden diese
allgemein in Methanol gel6st den Néhrbéden zugesetzt, wobei der Methanol-
gehalt der Medien immer 29, betrug. ‘Bei allen Versuchen wurden die Kulturen
24 Stunden bei 37° inkubiert.

Die angewandte nephelometrische Methodik ist dieselbe, welche wir bei
den Versuchen iiber die Beeinflussung des Hefewachstums® verwendeten;
sie ist ausfithrlich an anderer Stelle? beschrieben. Die erhaltenen Werte
lassen sich mit einer Genauigkeit von -+ 49, bei Verwendung der gleichen
Bakterienstdmme reproduzieren.

Ergebnisse und Diskussion.

Die Resultate unserer Hauptversuchsreihen sind in den Tabellen 1
bis 9 wiedergegeben.

Sie zeigen, dall die Dosis-Wirkungskurven der einzelnen Chinone
gegeniiber den verschiedenen Bakterienarten allgemein ziemlich gleich-
artig verlaufen; wir finden iberall einen Abstand von etwas mehr als
einer bis zwei Zehnerpotenzen zwischen der total hemmenden Konzen-
tration und derjenigen, in welcher das Chinon das Wachstum nicht mehr

Tabelle 3. Pseudomonas aeruginosa. Glucose-Peptonwasser (gleiche
Bedingungen wie bei Tabelle 2).

L_E; ‘Wachstum bei verschieden molarer Konzentration der Wirkstoffe

2 2 [235 2,7] 3 ’339!37{ 4 i4,35]4,7| 5 §5,35! BT 6 | 635 67 7
1 0120563 89 |100[119(104|103| — | — | — | — | — | — ] — | —
2{—|—|—|60 —| —| 99 — | — | 98 —| —| —| — —| —
327—~76i——98~—101’a—§~——~
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1 0133857, 77, 88100} 97 — | — | — | — — | — | —
7om—lo[~—57'~—98——‘99—'__
8| 0| —|—| 50 —| —| 98 — | — 102} —| —| — | — ! —!
9—!— | 0] 11 32| 58| 80| 93| 99| 97|100 — | — | — | — —
W0 f— | ——] — | — ] — |80 — —1 90} — —| 97 — —| —
11— — =13 — | —} 95| —|— 101 — | —[100] — | — | —
12— — 0‘*‘_ 38| — | — | 91, —  — 104/ — | — 100
13— — — — | 46| — | — | 93] — | — '100| — | — {101
14—————“[—1——~~101——‘99—'—i97
15 [— =] 6~ —|70 —|— 97 — | — 101 — | — | —
16 f— —|—1 26 — | — | 80| — | —[106] — — 109, —  — | —
17| — —|—| —1| o0f 18! 43| 73|98 | 117|137 145 145|130 118} —
18— —— 83‘— — 107 — | —104| — | —(102] — | — | —
19125 —  — | 75| — | — 108 — | — [108} — | — |108]| — | — | —
20— — | — |70 — | —] 99 — | — 113 — | — 103 — | — | —
21 —i_lﬂ—‘l—l— 08 — | —| 99| — | —|103| — | — | —

6 Mh. Chem. 80, 648 (1949).
7 Osterr. Chemiker-Ztg. 50, 68 (1949).
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Tabelle 4. Pseudomonas aeruginosa. ,,Synthetischer Né&hrboden®
(gleiche Bedingungen wie bei Tabelle 2).

§ ‘Wachstum bei verschieden molarer Konzentration der Wirkstoffe

é 2 12,35 2,7! 3 ‘3,35i3,7 4 4,35‘;4,7 5 5,35‘25,7 6 6,35]6,7T 7
1|—|—1| 0! 18155 85199107107104101————f—
2] —t—{—| 0 —| —] 40| —| — | 95 — | — 1103 — | —| —
30—~—21———84--105»~—99—{-——
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18 —i2 ! —1_—| 89 —| —'103] —| —|109] — | — 1 —
19 71— —|{61 | — —|102| — | — 105} — | — [104} — | — i —
20 — — ] 0| —] —| 82| —|— 98 —| — 111} —| —] —
21————v—32‘—)}95~—101———100

negativ beeinflufit. Wir haben auch versucht, die letal wirkenden Kon-
zentrationen der einzélnen Chinone zu bestimmen, muBten aber fest-
stellen, dafl die erhaltenen Werte sehr schlecht reproduzierbar waren;
allgemein darf gesagt werden, dafl die von uns untersuchten Chinone
etwa eine Zehnerpotenz oberhalb der total hemmenden Konzentration
bakterizid wirken.

Eine bemerkenswerte und unseres Wissens nach nirgends erwihnte
Tatsache ist, daB eine Anzahl der Wirkstoffe in Konzentrationen, welche
gerade unter den noch hemmenden liegen, eine wuchsanregende Wirkung
zeigen. Es konnten Wachstumsforderungen bis fast 509, beobachtet
werden; ein gutes Beispiel dafiir findet sich auf Tabelle 8: das 2-Chlor-
3-methoxy-1,4-naphthochinon fordert das Wachstum von Staphylococcus
aureus in den Konzentrationen unter 2- 10-6 Mol pro Liter bis zu 479,
wobei wir nicht wissen, ob wir damit schon das Maximum der Wirkung
beobachtet haben, da unsere Untersuchungsserie gerade bei dem héchsten
Punkt der Kurve abbricht. Solche Erscheiniingen finden wir bei allen
untersuchten Bakterienarten sowie auch bei der Hefe®.

Wenn man die Reihung der einzelnen Chinone nach ihrer Wirkung
betrachtet, so findet man, daf anscheinend keine dieser Substanzen
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eine spezifische Wirkung auf einen bestimmten Mikroorganismus zeigt,
da in allen Untersuchungsreihen einige Chinone sich als die aktivsten
erwiesen. Darunter sind unter den einkernigen Chinonen besonders
das 4-Methoxy-toluchinon, das 2,6-Dimethoxybenzochinon, das Chlor-
anil und das Dichlorthymochinon, unter den Naphthochinonen das
2-Chlor-1,4-naphthochinon, das 2-Chlor-3-oxy-1,4-naphthochinon und
das 1,2-Naphthochinon. Frstaunlicherweise zeigen die gegeniiber Hefe
besonders stark hemmend wirkenden Oxyderivate des 1,4-Naphtho-
chinons, das Methylnaphthazarin und das Phthiocol, in unseren Ver-
suchen nur sehr geringen EinfluBl auf das Bakterienwachstum.

Bei den Versuchen mit Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli
zeigt sich sehr deutlich, dafl die Organismus auf synthetischen Néhr-
boden gegentiber dem Chinoneinflull weitaus empfindlicher sind als in
eiweiBhaltigen Medien. Fleischbriihe-Peptonwasser iibt eine etwas groBere
Schutzwirkung aus als Glucose-Poptonwasser. Leider standen uns
keinerlei Stdmme grampositiver Bakterien, welche auf synthetischem
Nahrboden wachsen konnen, zur Verfiigung; es ist aber mit groBter
Wahrscheinlichkeit anzunehmen, dall auch diese grofle Bakteriengruppe

Tabelle 5. Escherichia coli. Fleischbrithe-Peptonwasser (gleiche Be-
dingungen wie bei Tabelle 2).

E ‘Wachstum bei verschieden molarer Konzentration der Wirkstoffe
% 2 ‘239 2,7 1 3 | 3,35| 3,7 1 4 | 4,35] 47 ‘ 5 | 535 57 ’ 6 Q 635| 67 | 7
|
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gegeniiber dem EinfluB der Chinone durch Eiweillgehalt des Mediums
partiell geschiitzt wird.

Wenn wir nun unsere Resultate mit den entsprechenden anderer
Autoren® vergleichen, so fallt eine Anzahl mehr oder minder wesentlicher
Diskrepanzen auf, von denen die meisten durch die grundsitzlich ver-
schiedenen Versuchsbedingungen und durch die Unterschiede des
Organismenmaterials zwanglos erklérlich sind. So berichtet Mdller aus
dem Laboratorium von R. Kuhn3, daBl das — bei uns sehr wenig wirk-
same — Methylnaphthazarin auf seinen Stamm von Staphylococcus
aureus von allen untersuchten Substanzen die weitaus stérkste Wirkung
zeigt. Die Untersuchungen von Mdller wurden aber mit einem auf
synthetischem Nihrboden wachsenden Organismus durchgefithrt, was
sicherlich wesentliche Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber
den einzelnen Substanzen bewirkt.

Nicht unwichtig erscheint uns aber die Tatsache, daB wir die An-
gaben von Geiger®, dafl Benzochinonderivate, deren 2-, 3-, 5- und 6-Stel-
lungen simtlich durch Substituenten besetzt sind, sowie Abkommlinge
des 1,4-Naphthochinons mit substituierten 2- und 3-Stellungen gegeniiber
gramnegativen Bakterien keinerlei Aktivitit zeigten, nicht bestétigen

Tabelle 6. Escherichia coli. Glucose-Peptonwasser (gleiche Bedingungen
wie bei Tabelle 2).

§ ‘Wachstum bei verschieden molarer Konzentration der Wirkstoffe
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1 0%18 531179102 99| 98| — | — | — 7._ —_ - —
2————61——~98A—102-——~—~—[—~
310——~—~69~—102—~100—————}—\—
al— == = — 85 | —| 81 —|— 103 — —|—
51— — 0o|—|—| Bl —|—| 99| — | — | 98] — — | —
6| 0/ 7123| 38| 61/80[100/102,104|103) — | — | — | — @ — | —
71— — 0| — | —| 42| —| — 86| —| —| 99| — i — | —
gl 0| —|— 32| —|— 1| 8| — | —|102{ — — | —| —| —|—
9 |— 0! 8| 28|50/ 69! 83[120| 97|101]103| 18|100 — | —
0|—| i — — | —|—1{50 —|—]102)| — — 1038 —!| — —
n|—{——{3|— —| 8 —| — 105 — | — [104 — | —| —
|- —|— 0/—|— 3| —|— |8 — | —| 97, —|— 1 99
18— — | —| — ] —|—| 387 —| —| 88 — | — 104 — | — | 101
Ml— - == — | = — | — 98— —| 96| — | —| —
B{—|—|—{ | —|—]| 80 —| —|103| — | — |103| — | — | —
16| — — — 16| — | —| 83| — | —{111| — | —|113} — | — | —
17— ——!|— 1] 0] 16| 38| 75| 97[110|120| 131{130|123|111| —
18— —|—180 | —|— 114 — | — 117 — | — 1106} —  — | —
19010 —|—|8 | — | —|110| — | — [103| — | — | — | — | — | —
20— —{— 60| —|— 103} —| —|107| —| — |105| —  — | —
2| — =~ — | —|—1 97 — | —| 99 —| —|104 — ' — 98




Tabelle 7. Hscherichia coli. ,,Synthetischer Nahrboden® (gleiche
Bedingungen wie bei Tabelle 2).

Wachstum bei verschieden molarer Konzentration der Wirkstoffe
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Tabelle 8. Staphylococcus aureus. Fleischbrithe-Peptonwasser (gleiche
Bedingungen wie bei Tabelle 2).
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5| s 885 87| 4 | 49 | 47 | 5 585 | 57 | 6 | 63 | 67 | 7
] ol s0! 6s 98 | 119 | 127 1341125_ -
2] ol — — 4] — — 1 63| — — 100 —  — | —
3 0 — | —| 30 — | — SQ“Q—{IOI—\'——f—
4y —— | —1 0 — " — | 45| — | — | 95 — | — | 98
5l — — | — 0;1_ 11—~‘72—;—~
61— 0|29, 61| 89 {104 ;109,101 | — | — | — | — | —
T — — —‘ov{—l%f—g 78 — | — —
g o) — | — 1 12| — | — | 47| — | —  — | —  — | —
9| — | —  — 1 — | o 30| 59 77 94 99| — | — | —
10— — — o0 —| — | 4 ﬂl_‘loc} —}~1100
11 o‘r_ — 81— — | 8 — | — 102 — 1 — ] —
12— — | —1 0] — | — | 83| — | —| 85 *;—1103
B——|—; 0o —| —| 58 — | — ! 97/ —| — 103
14~~"~’— — | = 84| — | — 105 — | — 99
50— — | 22 — | | 8| — 1 — 1 99 ~[~ —
6| 0 — — 18 — | —| 1 | —lw1 — — —
17— — | — 1 — ] = 0| 38| 78 100 120"1-8;1/7 —
8 6 — i —, 62 — | — 100 —  — 108 — | —  —
19 | 58 _i~ 108 — ) — 1105 — | — | 99 — | — | —
200 0 — 1 —| 200 — | — | 95| — | — 100 — | — —
21 _’;‘*_ 32| — ~.‘72 — _199i~ — 7



Tabelle 9. Staphylococcus aureus auf Glucose-Peptonwasser (gleiche
Bedingungen wie bei Tabelle 2).
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Tabelle 10. Streptococcus haemolyticus. Fleischbrihe-Peptonwasser
(gleiche Bedingungen wie bei Tabelle 2).
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konnen. Bei unseren Versuchen erwiesen sich gerade derartige Ver-
bindungen, wie Chloranil, 2-Chlor-3-oxy-1,4-naphthochinon und Dichlor-
thymochinon, als besonders starke Hemmstoffe des Wachstums von
Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli. Geiger berichtet weiter,
daB die Hemmung des Wachstums gramnegativer Organismen durch
die Chinone mittels Zugabe von Sulfhydrylverbindungen aufgehoben
oder zumindest verringert werden kann, was bei grampositiven Bakterien
(Staphylococcus aurenws und Bacillus subtilis) nicht der Fall sein soll.
Auch wir haben entsprechende Versuche unternommen, konnten aber
allgemein eine Verringerung der bakteriostatischen Wirkung der Chinone
durch Cystein uud &hnliche Verbindungen sowohl bei gramnegativen
als auch bei grampositiven Keimen beobachten. Allerdings zeigen die
Ergebnisse dieser Versuchsserien grofle Streuungen. Wir nehmen an,
daf die Verringerung der Toxizitdt der Chinone durch die Sulfhydryl-
verbindungen durch eine chemische Reaktion dieser beiden Komponenten
zustande kommt und die entstehende Verbindung — derartige Korper
wurden von Kuhn und Beinert® beschrieben — gegeniiber den Bakterien
keine oder nur sehr geringe Wirkungen zeigt.

Auch die Resultate der vorliegenden Arbeit bieten keinerlei AnlafB
zur Revision unserer seinerzeit® an anderer Stelle verdffentlichten An-
schauungen iiber den Wirkungsmechanismus der Chinone. Weitere
Untersuchungen iiber dieses Gebiet sind zur Zeit in Arbeit.

Zusammentassung,

In der vorliegenden Mitteilung wird tiber den Einflul einer Anzahl
von Derivaten des Benzochinons und der Naphthochinone auf das Wachs-
tum von verschiedenen Bakterienarten berichtet. Bei drei der unter-
suchten Bakterienarten wurde auch der EinfluB des Nahrbodens auf
die bakteriostatischen Effekte der Chinone gepriift. Als besonders starke
Hemmstoffe des Wachstums der Mikroorganismen erwiesen sich unter
den einkernigen Chinonen das 4-Methoxytoluchinon, das 2,6-Dimethoxy-
benzochinon, unter den Naphthochinonderivaten das 2-Chlor-1,4-naphtho-
chinon, das 2-Chlor-3-oxy-1,4-naphthochinon und das 1,2-Naphthochinon.
Gramnegative Bakterien zeigen allgemein groBere Resistenz gegeniiber
den Chinonen, weiters sind die Mikroorganismen auf synthetischen
Néhrboden viel chinonempfindlicher als auf eiweiffhaltigen. Wie bei
der Hefe konnte auch hier in Konzentrationen, welche knapp unter den
hemmenden liegen, ausgesprochen wachstumsférdernde Wirkung beob-
achtet werden.

8 Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 606 (1944).
¢ Science (New York) 105, 549 (1947).
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