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Systematische Untersuchungen iiber die Wirkung von ( men aunf
einzelne Stoffwechselprozesse der lebenden Zelle liegen nur wenige vor.
Zu erwihnen ist hier besonders eine Arbeit von Meyerhof und Randall
itber den EinfluB von Adrenochrom und 1,2-Naphthochinon-4-sulfon-
siure auf Atmung und Glykolyse von Trypanosoma equiperdum, weiters
eine Untersuchung von Ball, Anfinsen und Cooper? iber die Hemmwirkung
verschiedener 2-Oxy-3-alkyl-1,4-naphthochinone auf Atmungsvorginge
verschiedener Organismen (Bernsteinsdureoxydase aus Rinderherz,
Plasmodium knowlesi, Hefe und Gewebsschnitte von Affenleber) sowie
eine von uns kiirzlich in dieser Reihe publizierte Mitteilung iiber den
EinfluB verschiedener Chinone auf die Permeabilitit von Beta vulgaris
var. rubra, sowie auf die Phosphatresorption der Hefezelle3.

In der vorliegenden Arbeit sollen nun Untersuchungen iiber die
Beeinflussung wesentlicher Stoffwechselfunktionen der Hefezelle, ndmlich
Gérung, Decarboxylierung von Brenztraubensdure, Atmung, Glykogen-
bildung, Gesamtlipoid- und Sterinbildung durch verschiedene Chinone
beschrieben werden. Der Zweck dieser systematisch durchgefiihrten
Versuche besteht darin, eine Korrelation zwischen den Wirkungen der
Chinone auf diese Funktionen der lebenden Zelle und ihren hemmenden

1 Arch. Biochem. 17, 171 (1948).
2 J, biol. Chemistry 168, 257 (1947).
3 Mh. Chem. 79, 410 (1948).
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Effekten auf das Wachstum der Hefe zu finden, wobei auch die Hemm-
wirkung der Chinone auf verschiedene isolierte Fermentsysteme, wie
sie von anderen Autoren und auch von uns in mehreren Mitteilungen
dieser Reihe beschrieben wurden, zu beriicksichtigen sind.??

Methodik,

Gérung. Die Girungsversuche wurden mit Oberhefe der Rasse ,,Red
Star®, einem besonders widerstandsfahigen Stamm, vorgenommen. Die
Hefe wurde fiir die Experimente folgendermaBen vorbereitet: 10se voll
Hefesuspension wurde je zweimal in 10 cem Néahrboden nach Katznelson
(100 g Glucose, 30 g Pepton, 1 g KH,P0O,, 0,3g MgSO,, 0,1 g NaCl, 0,1g
CaCl, ad 1000 cem Wasser, Pg 9:6) 3 Tage lang bebriitet, die gewachsene
Hefemenge abzentrifugiert und gewaschen.

Die Messungen erfolgten in der Manometeranordnung nach. Warburg.
Als Substrat wurde eine 0,5%ige Glucoselésung verwendet, welche in bezug
auf Phosphatpuffer nach Serensen /5 molar war. Die auf die beschriebene
Weise erhaltene Hefemenge suspendierten wir nun in 0,75 ccm der Substrat.-
l6sung. Von dieser Suspension wurden 0,22 ccm in die ReaktionsgefiBe
eingefiillt und bei Versuchsbeginn 0,08 cem der Lésung des Wirkstoffes —
bei Blindversuchen die gleiche Menge Wasser — zugegeben. Die Gérversuche
wurden bei 25° durchgefithrt; die Messung des gebildeten CO, erfolgte in
verschiedenen  Zeitabstidnden.

Die gleichzeitig durch die Atmung stattfindende O,-Aufnahme kann
bei den Ergebnissen der Gérversuche rechnerisch vernachlass1gt werden,
da Uberpriifungen ergaben daB der dadurch verursachte Fehler sehr gering
ist und jedenfalls in die Fehlergrenze der Methodik fallt.

Decarboxylierung der Brenztraubensiure. Diese Versuche wurden mit
einem Reinzuchtstamm von Unterhefe durchgefithrt, welcher vor den Experi-
menten zweimal auf Néhrboden von Katznelson tberimpft worden war.
Von der letzten Suspension entnahm man 5 cem und itberimpfte auf 100 cem
desselben N#hrbodens im Pasteurkolben, dem 5 ¢ Thiamin pro Kubikzenti-
meter zugesetzt wurden, da es sich in Vorversuchen gezeigt hatte, dal3 ohne
diesen Zusatz gezlichtete Hefe unter den gewshlten Bedingungen nicht
imstande war, Brenztraubensiure in meB8barer Menge zu decarboxylieren.

Nach 3 Tagen wurde der Inhalt des Pasteurkolbens abzentrifugiert und
der Riickstand in 15 cem einer !/,%igen Losung von Brenztraubensiure in.
Wasser aufgeschlimmt. Zur Messung des gebildeten CO, diente auch hier
die Manometeranordnung nach Warburg. Fir jeden Ansatz verwendeten
wir 0,9 cem der beschriebenen Hefesuspension, welcher 0,1 cema der Wirkstoff-
losung — bei Blindversuchen 0,1 com Wasser — zugesetzt wurden. Die
Messung erfolgte auch hier in verschiedenen Zeitabstinden; die Versuchs-
temperatur war 25° ‘

Atmung. Die Atmungsversuche wurden mit PreShefe bzw. Bierhefe
vorgenommen. Die Hefe wurde gewaschen und in Wasser (0,04 g abgepreBte
Hefe auf 1cem Wasser) suspendiert.

%2 Anmerkung wihrend der Korrektur: Zur Zeit der Abfassung der vor-
liegenden Mitteilung waren uns die umfassenden Arbeiten von Fieser und
Mitarbeitern {iber Antimalariamittel aus der Naphthochinonreihe (Ubersicht:
J. Amer. chem. Soe. 70, 3151 [1948]) noch nicht zugéinglich.
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Die Messungen erfolgten ebenfalls in den Warburg-Manometern, wobei
jeder Ansatz 0,59, Glucose, 0,5%, Pepton und Phosphatpuffer nach Sorensen
(pg 6,8, '/15-molar) sowie 0,25 cem der hbeschriebenen Hefesuspension und

0,1 ccm Wirkstofflésung bzw. Wasser bel Blindversuchen enthielt. Im
Mittelraum der Reaktionskélbchen befand sich zur Absorption von CO, ein
Filterpapierrsllchen, welches 0,2 cem 3,5.-n KOH aufgesaugt hatte. Der
0,-Verbrauch wurde nach verschiedenen Zeitabstdnden gemessen und die
Absolutwerte (Kubikzentimeter O,) in iiblicher Weise berechnet.

Glykogenbildung. Fir diese Versuche verwendeten wir Bickerhefe. Die
Versuchsbedingungen entsprachen weitgehend denjenigen von Bricke und
Koindl*, deren Methodik eine Modifikation einer #alteren von Pfliiger dar-
stellt.

Aus einer Hefesuspension, welche pro Ansatz 0,5 g PreBhefe, 1,5 ccm
!/ is-molare Phosphatpufferlosung (py 6,8) sowie 1cecm einer 109%igen Glu-

coselosung enthielt, wurden je 3 cem entnommen und 2 cem Wirkstofflésung,
bzw. bei den Blindversuchen die gleiche Menge Wasser hinzugefiigt. Hierauf
liel man die Ansibze unter guter Beliftung 5 Stunden lang im Thermostaten
bei 25° stehen, gab dann 5 cem 609%ige KOH hinzu und erhitzte darauf
2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad. Die entstandene Mischung wurde
dann zur Ausfidllung des Glykogens mit 1 cem gesittigter Kochsalzlosung
und 15 cem 969%igem Alkohol versetzt und iiber Nacht stehen gelassen.

Am néchsten Tag wurde das ausgeféllte Glykogen abzentrifugiert, die
{iberstehende Flissigkeit dekantiert und der Ruckstand in 20 ccm siedenden
Wassers aufgenommen. Man séuerte dann mit HCl (Endkonzentration
2,5%, HCI in der Lésung) an, worauf zur Hydrolyse des Glykogens 3 Stunden
lang auf dem siedenden Wasserbad erhitzt wurde. Die Mischung filtrierte man
durch ein ausgekochtes Filter, neutralisierte genau und lie8 nach Auffiillen
auf 50 cem iiber Nacht stehen. Am darauffolgenden Tag wurde die Glucose
in einem dquivalenten Teil nach Hagedorn-Jensen (Modifikation von Fujita
und Twataketa) titriert. Diese Methode hat gegeniber der von Bricke und
Kaindl ausgefithrten den Vorteil einer geringeren py-Empfindlichkeit, so
daB kleine unvermeidliche Fehler beim Neutralisieren nicht so sehr ins Ge-
wicht fallen. Die Werte sind mit einer Genauigkeit von 0,3 bis 0,4 mg Glyko-
gen pro Gramm Hefe gut reproduzierbar.

Fett- und Sterinbildung. Je 10 g Bierhefe wurden gewaschen, in 100 cem
Niahrlosung (209% Rohrzucker, 1,5% Pepton, 0,019 NaCl, 0,039 MgSO,,
0,1% KH,PO,), in welcher der zu untersuchende Wirkstoff in entsprechender
Konzentration geldst war, suspendiert und 6 Tage lang bei 15° bebriitet.

Nach dieser Zeit wurde die Hefe abzentrifugiert, zweimal mit je 50 cem
Wasser gewaschen und filtriert. Zur Bestimmung der Gesamtlipoide diente
die Methode von Gorbach®. Die Hefe wird in einem verkiirzten Reagens-
glas mit 1ccm Toluol versetzt, das Reagensglas verschlossen und 2 Tage
autolysieren .gelassen. Darnach wird der Riickstand bei 50° getrocknet,
dann staubfrei zerrieben und schlieBlich 2 Stunden mit Ather extrahiert.
Man fiillt darauf den Extrakt in einen geeichten Rundkolben, dessenr Gewicht
bekannt ist, mit Ather auf 25 cem auf und entnimmt davon 5 cem zur Sterin-
bestimmung. Der Ather wird dann abgedampft, der Kolben im Exsikkator
getrocknet und gewogen.

¢ Wiener klin. Wschr. 59, 367 (1947).
4 Biochem. Z. 242, 43 (1931).
3 Mikrochem. 12, 165 (1933).
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Zur Sterinbestimmung wurde der Ather von der entnommenen Probe
abgedampft und weiter nach Bernhauer® verfahren: Der Riickstand wird
in 5 cem Benzol aufgenommen und mit einer Mischung von 2 ccm Essig-
siureanhydrid und 6 Tropfen konzentrierter H,80, versetzt. Die Intensitét
der aufgetretenen Farbung mift man nach 2 Minuten im Stufenphotometer

‘ (Zeif3). Als Vergleichsskala dient

Y nach Bernhauer eine 0,05%ige
- _—0—0—g~—0o wifrige Losung von Naphthol-
- / U At grin B, welche 2 mg Ergoste-
0 e rin entsprechen soll.
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Abb, 1. Géarverlauf bei verschiedenen Konzentrationen Abb. 2. Kongzentrationsabhingigkeit
von Toluchinon im Giransatz. Abszisse: Zeitin der Girungsbeeinflussung  durch
Minuten. Ordinate: cmm entwickeltes CO,. Chinone. Abszisse: molare Konzentra-
. tion der Wirkstoffe. Ordinate: Per-
zentuelle Abweichung der CO,-Bil-
dung vom Wert des unbeeinflufiten
Gérversuchs,
Ergebnisse.

Girung. Die angewandten Chinone erwiesen sich in den Konzentra-
tionen, in welchen sie ihre bekannten fungistatischen Wirkungen noch
nicht entfalten, als Gdrungsforderer. Dieser Effekt duBert sich in-einer
Erhohung der endgiiltig gebildeten CO,-Menge, nicht aber in einer wesent-
lichen Beschleunigung des Gérvorganges.

Abb. 1 zeigt die erhaltenen Garkurven fiir verschiedene Konzen-
trationen von Toluchinon. Diese verlaufen allgemein normal mit der
Ausnahme, dafB bei der Wirkstoffkonzentration von 5,2 10~% Mol/l
bei 77 bis 799, der entwickelten CO,-Menge (etwa 1 Stunde 15 Min.

¢ Biochem. Z. 280, 388 (1935).
Monatshefte fur Chemie. Bd. 80/5. 45
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nach Versuchsbeginn) ein Wendepunkt eintritt. Dieser Effekt war in
wiederholten Versuchen reproduzierbar, scheint aber bei geringer oder
hoheren Toluchinonkonzentrationen nar recht undeutlich oder gar nicht
aufzutreten. Rine FErklirung fiir dieses Phidnomen kann noch nicht
gegeben werden.

Die Konzentrationsabhingigkeit der G#rungsférderung ist in Abb. 2
wiedergegeben. Bei den meisten Chinonen ist es infolge ihrer geringen
Wasserloslichkeit ‘unmoglich, den linken Ast der Kurve zu erhalten.
Die Kurven der verschiedenen Chinone verlaufen fast durchwegs parallel
und decken sich sogar in einigen Féllen (Toluchinon, m-Xylochinon,
2,6-Dimethoxybenzochinon und Thymochinon).

In Tabelle 1" sind die mit den verschiedenen Chinonen erhaltenen
Daten bei mehreren Konzentrationen angefiihrt.

Tabelle 1. Der EinfluBB verschiedener Chinone auf die Glucose-
vergdrung durch Hefe (P 6,8; 25°; 3 Stunden; Reproduzierbarkeit der

Methodik etwa - 1,5%)-

Perzentuelle Abnahme (—) oder Zunahme (+) der
gebildeten CO,-Menge hei verschiedenen molaren
Substanz Konzentrationen der Wirkstoffe
2,6.10° | 2,6.10% | 26.10° | 1.10 | 1.10°
Benzochinon . ........... — 85 \J + 11 + 9 — —_
Toluchinon ............. — 71 -- 23 + 14 — —
m-Xylochinon........... — 421 + 13 — —
4-Methoxytoluchinon . ... — + 19 + 10 — —
Thymochinon ........... — -+ 25 + 16 e —
1,4-Naphthochinon ...... — — — -—52 —
1,2-Naphthochinon ...... — — — — + 27
2-Chlor-3-oxy-1,4-naphtho- :
chinon ............... — -+ 20 4+ 4 — —
Phthiocol . .............. — — 286 + 7 — e
Naphthazarin ........... — — — —_— -+ 27

Decarboxylierung der Brenziraubensdure. In Ubereinstimmung mit
den Befunden von Kuhn und Beinert? iiber die Beeinflussung hoch-
gereinigter Priparate von Brenztraubensiuredecarboxylase durch Chinone
fanden wir auch bei lebender Hefe eine deutliche, wenn auch geringe
Hemmung‘ der Carboxylaseaktivitit. Nur einige wenige Derivate des
1,4-Naphthochinons zeigten eine stirkere Beeinflussung der Brenz-
traubensiduredecarboxylierung.

At?ﬂung. Samtliche Chinone erwiesen sich als Hemmstoffe der Hefe-
atmung. Die durch die Substanzen bewirkte Verringerung der Op-Auf-
nahme war bei Unterhefe allgemein groBer als bei Oberhefe, wobei noch

7 Ber. dtsch. chem. (Ges. 80, 102 (1947).
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zu beachten ist, dafl die absolute AtmungsgroBe der Unterhefe nur etwa
20%, derjenigen der Oberhefe entspricht.

Die Abhingigkeit der Atmungshemmung von der Chinonkonzentration
ist fiir den Fall des Toluchinons in Abb. 3 wiedergegeben.

Tabelle 2. Hemmung der Decarboxylierung von Brenz-

traubensdure durch lebende Hefe bei verschiedenen

Konzentrationen von Chinonen (ungepuffert in 0,5%iger

wifiriger Brenztraubensdurelésung; 25°; 3 Stunden; Fehlergrenze
der Methodik - 1,59%,).

Perzentuelle Verringerung der
CO,-Bildung bei verschieden molarer
Substanz Konz.cntration der Chinone
im Versuchsansatz
1.1078 1.107% 1.107%
Benzochinon .............. ... 52 3 0
Toluchinon...........o.o.... e 48 0 0
4-Methoxytoluchinon .. ...... ... — 19 0
2,6-Dimethoxybenzochinon... ... — 6 0
m-Dichlorchinon ............... — 7 0
p-Dichlorchinon ............... — 9 0
Chloranil........... oL = — 19
1,2-Naphthochinon .. ........... — 2 0
2-Chlor-1,4-naphthochinon ...... — —_ 0
2-Methyl-1,4-naphthochinon . . ... — 5 0
Lawson......... S —_— 90 15
Phthiocol .....coooviiiiia.. — 19 5
Naphthazarin ................. — 49 11
2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon ... — 0 0
Die  Zeit-Umsatz-Kurven o Jppriett
verlaufen vorerst' geradliniz —wgf ——x-virersere o
. ; 5

und werden mit fortschrei- g

tender Zeit etwas steiler. Dieser o

Effekt diirfte durch eine wih- 40

rend der Versuchszeit stabit-
findende  geringfiigige Ver- %
mehrung der Hefezellen verur- 0 0,*7-7;—————”7"7 58T
sacht werden. In den mit Chinon '
beschickten Ansitzen ist diese  Abb.3. Konzentrationsabhiingigkeit der Hemmung
Abweichung von der Gerad: irmtion et Wiskstoos i . s0-tsnoms: Ondmare:
Iinigkeit etwas gréﬁer, wag sich Perzentuelle Atmungshemmung.

durch die groBe Wasserdampf-

flichtigkeit der Chinone erklidren laBt. Diese reichern sich wihrend
des Versuches allmihlich in der zur Absorption des entstehenden CO,
dienenden KOH im Mittelteil der ReaktionsgefiBe an, wodurch die
hemmende Chinonkonzentration im Versuchsansatz verringert wird.

45%
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In den Tabellen 3 und 4 sind die erhaltenen Hemmwerte der Atmung
von Oberhefe bzw. Unterhefe bei verschiedenen Chinonkonzentrationen
wiedergegeben.

Tabelle 3. Der EinfluB verschiedener Chinone auf
die Sauerstoffaufnahme durech Oberhefe (py 6,8; 25°;

3 Stunden; Fehlergrenze der Methodik -- 1,59%,).

Perzentuelle Hemmung der O,-
Aufnahme bei verschieden molarer
Substanz Konzentration der Wirkstoffe
1,17.107% | 1,17.107¢ | 1,17.10"®
Benzochinon .................. 82,6 9,3 7,0 -
Toluchinon.................... 97,5 11,0 7,2
m-Dichlorchinon ............... —_ —_ 5,4
p-Dichlorchinon ............... e 5,9 5,0
4-Methoxytoluchinon . .......... — 0 0
Chloranil...................... — — 5,4
1,4-Naphthochinon.............. - — 0
1,2-Naphthochinon . ............ — — 18,5
2-Chlornaphthochinon .......... ' — e 10,6
2.Methyl-1,4-naphthochinon . .. .. — — 9,4
2,3-Dichlornaphthochinon.. ... ... — — 8.3
Lawson.........oovvivvinn.. — — 0
Phthiocol ......... ...t —_— — 6.5
Naphthazarin®................. — 68,7 10,8

Tabelle 4. Der EinfluB verschiedener Chinone auf die
Sauerstoffaufnahme durch TUnterhefe (gleiche Be-
dingungen wie bei Tabelle 3).

Perzentuelle Hemmung der O,-

Aufnahme Dbei verschieden molarer
Substanz Konzentration der Wirkstoffe

1,17.107° | 1,17.107% | 1,17. 10~
Benzochinon .................. 88,9 15,4 8,4
Toluchinom......oovvvveeneen. 93,6 14,5 13,9
m-Dichlorchinon . .............. — 31,4 14,6
p-Dichlorchinon ............... — — 15,5
4-Methoxytoluchinon . .......... — 10,0 8,4
2-Chlornaphthochinon .......... — — 27,6
2-Methylnaphthochinon......... — — 27,6
Naphthazarin ................. — — 26,8
Phthiocol ....... ... ... ... .. — — 6,9

Die pg-Abhingigkeit dieser Effekte wurde bei Toluchinon wund
Naphthazarin an Oberhefe untersucht.  Es zeigte sich, daB die Maxima
der durch diese Stoffe verursachten Atmungshemmungen etwa beim

8 In 39%,iger alkoholischer Losung im Versuchsansatz.
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Neutralpunkt liegen. Die absolute Atmungsgréfe steigh nach Bore:®
mit sinkendem pgy an, was auch Kontrollversuche bestétigten. Die
pr-Abhingigkeit der Atmungshemmung ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5. py-Abhingigkeit der Atmungshemmung bei Oberhefe
durch Toluchinon und Naphthazarin (gleiche Bedingungen wie bei

Tabelle 3).
Perzentuelle Hemmung der O,-Aufnahme bei verschieden molarer
Konzentration der Wirkstoffe
pH Toluchinon Naphthazarin
8,7.107 58.100 | 1,17.107 1,17.107¢ | 1,17.10°%
5,2 81,7 | 45,3 7,0 62,8 ‘ 4,9
5,6 81,2 | 414 7,0 61,2 | 109
6,2 84,4 i 47,4 9,0 65,7 | 10,1
6,8 86,4 | 50,2 11,0 68,7 10,8
7,4 89,7 i 52,1 12,8 70,5 12,4
8,0 887 | 464 _ 49.0 7.5

SchlieBlich wurden auch Versuche durchgefiibrt, welche die Frage
kldren sollten, ob die Chinone in dieselbe Reaktionsfolge bei der Atmung
der Hefe eingreifen wie das Cyanidion. Zu diesem Zwecke wurde eine
Hefefraktion mit derjenigen Menge KCN behandelt, welche gerade 50%ige
Hemmung der Hefeatmung bewirkt und zu diesem Versuchsansatz
nunmehr die Chinone in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 wiedergegeben.

Tabelle 6. Hemmung der Atmung der Oberhefe durch Chinone

mit und ohne Cyanidzusatz (gleiche Bedingungen wie bei Tabelle 3;

,,Cyanid‘ bedeutet immer, dall der Versuchsansatz in bezug auf KCN
8-10* molar ist).

Perzentuelle Hemmung der O,-Aufnahme bei verschieden molarer
Konzentration der Chinone
Substanz 1,17. 1073 1,17 . 1072 1,17.10-5
mit Cyanid |ohne Cyanid mib Cyanid [ohne Cyanid; mit Cyanid Iohne Cyanid
Benzochinon ... 78,2 82,6 10,1 9,3 3,0 ! 7.0
Toluchinon .. .. 88,4 97,5 11,0 11,0 6,2 7,2
Naphthazarin .. \ 69,0 68,7 8,2 10,8
Phthiocol ..... ‘, 62,0 58,0 2,0 6,5

Die perzentuelle Verringerung der O,-Aufnahme der Hefe ist also
durch den Zusatz von Cyanidionen nur wenig beeinfluibar. In manchen
Féllen ist sogar die cyanidvergiftete Hefe weniger chinonempfindlich

® Biochem. Z. 816, 160 (1944).
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als die nicht vorbehandelte, was vielleicht eine Reaktion zwischen Cyanid
und Chinon vermuten lifit. Jedenfalls kann von einer Addition der
Effekte nicht die Rede sein, was dafiir spricht, daB Chinon und Cyanid
an derselben Reaktionsreihe angreifen.

Glykogenbildung. Die von uns verwendete Béckerhefe enthielt ur-
spriinglich zwischen 25 und 30 mg Glykogen pro Gramm Hefe; diese
Menge stieg in Blindversuchen unter den im methodischen Teil geschil-

derten Bedingungen auf

M:;_S.%%',Z%my 35 bis 45 mg. Bei Zugabe
_O_O-WM der Chinone zeigte sich
nun eine Hemmung der

\ Glykogenbildung, welche
in einer bemerkenswerten

20+ \ Weise von der Chinonkon-
Y R zentration abhéngig war:

~ ~._— i der Hemmeffekt war bei
v v v etwa 4 - 10-3-molarer Kon-

Abb. 4. Konzentrationsabhingigkelt der Hemmung der zentration der irkstoff
Glykogenbildung der Hefe durch Toluchinon, Natrium- . er Wir ©
fluorid und Natriumjodacetat. Abszisse: Molare Konzen- . 1IN Versuchsansatz am

tration der Wirks‘i;)ge.Glgégigléi%ﬁdl;elzenmeﬂe Hemmung stirksten und fiel nach

, . beiden Seiten der Konzen-
trationsreihe ab. Diese Verhéltnisse sind in Abb. 4 wiedergegeben.
Zum Vergleich sind auf dieser Abbildung auch die entsprechenden Kurven
fiir zwei Hemmstoffe anderer Gruppen, némlich Jodacetat und Natrium-

Tabelle 7. Perzentuelle Hemmung der Glykogenbildung bei
Bickerhefe durch verschiedene Chinone (pg 6.8; 25°%; 5 Stunden;

Fehlergrenze der Methodil; -+ 49%).

Perzentuelle Hemmung der Glykogenbildung

bei verschieden molarer Konzentration
Substanz der Wirkstoffe

4.10° | 4.10% | 4.107° 1.10°5
Toluchinon. « oo v ven e i 10 0 - 47 8
4-Methoxytoluchinon . . ... I — 10 59 9
2,6-Dimethoxychinon. ............ — 16 52 0
p-Xylochinon ................... —_— 13 62 10
m-Xylochinon ................... — 18 52 4
p-Dichlorchinon ................. e — 6 0
m-Dichlorchinon . ................ — 7 e
Thymochinon ............... ... — 7 26 —
1,4-Naphthochinon............... — — 53
1,2-Naphthochinon............... — — — 0
2-Chlornaphthochinon . ........... — - — 44 —
2-Chlor-3-oxynaphthochinon ...... — 33 50 —
Naphthazarin ................... — i 0
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fluorid aufgenommen. Wie man sieht, zeigt sich bei Jodacetat ein analoges
Maximum der Hemmwirkung bei einer’ um eine Zehnerpotenz hoheren
Konzentration, wihrend im Falle des Fluorids eine annihernd lineare
Konzentrationsabhingigkeit gefunden wird.

In Tabelle 7 sind nun die Hemrmungswerte fiir verschiedene Konzen-
trationen der einzelnen Chinone wiedergegeben. Die Werte fiir das Benzo-
chinon erwiesen sich als nicht reproduzierbar, was mit der groBen Zer-
setzlichkeit des Grundkérpers unserer Reihe erklirbar sein diirfte.

Fett- und Sterinbildung. Der Gesamtgehalt an Lipoiden schwankt
bei der von uns verwendeten Hefeart zwischen 2 und 2,9%,. Unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen steigt er auf 2,5 bis 3,8%,. Samt-
liche Werte sind auf das Trockengewicht der Hefe bezogen. Der Sterin-
anteil der Lipoidfraktion betrigt im Durchschnitt 17% und sinkt wihrend
des unbeeinflufiten Versuches auf 14 bis 159.

Einige Chinone zeigen einen deutlich je nach Konzentration ver-
schiedenen Einflull auf die Lipoidbildung durch Hefe. Konzentrationen
dieser Chinone unter 10-*molar in der Nihrlésung bewirken vermehrte
Lipoidbildung, wihrend hohere Konzentrationen (ab 10-3-molar) eine
Hemmung verursachen. Kine Anzahl untersuchter Chinone (Benzo-
chinon, 2,6-Dimethoxybenzochinon, 1,2-Naphthochinon und 1,4-Naphtho-
chinon) hatten in keiner untersuchten Konzentration einen Einflufl auf
die Gesamtlipoidbildung.

Tabelle 8. Einflufl verschiedener Wirkstoffe auf die
Gesamtlipoidbildung durch Unterhefe. Steigerung (--)
oder Hemmung (—), ausgedriickt in Prozenten des Gesamt-
lipoidgehaltes der unbeeinfluiten Hefe (pg 5.6 15°; 5 Tage

Versuchsdauer; Fehlergrenze der Methodik -+ 39,).

Molare Konzentration der Wirkstoffe
Substanz

1.10°3 1.1074 1.10°8
Toluchinon......... e — 13 -~ 32 + 22
4-Methoxytoluchinon . .......... 0 -+ 12 + 5
Naphthazarin ................. — — + 11
Natriumarsenat. ............... — 33 — 10
Natriumjodacetat .. ............ —36 | — 28 — 24
Invertseife . ................... + 25 } -+ 8 4+ 5

Zum Vergleich wurden auch Wirkstoffe anderer Gruppen auf ihren
EinfluB auf die Lipoidsynthese unter den angewandten Bedingungen
untersucht. Dabei erwiesen sich Natriumarsenat und - Jodacetat als
Hemmstoffe der Lipoidbildung, wédhrend eine Substanz vom Typus
der Invertseifen, das Stearyldimethylbenzylammoniumchlorid, eine
deutliche Steigerung bewirkte. ‘
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Auch bei langerer Ztichtung der Hefe in den Wirkstofflésungen erhilt
man sehr dhnliche Resultate. Die nach 12tigiger Bebriitung mit den
Wirkstoffen erhaltenen Werte stimmen innerhalb der Fehlergrenze
der Methodik mit den in Tabelle 8 berichteten iiberein.

Der Einflull der Chinone auf die Zusammensetzung der Lipoidfraktion
ist weitaus bedeutender als derjenige auf die Menge der erzeugten Lipoide.
Die darauf gepriften Chinone erhdhen in niedrigeren Konzentrationen
allgemein den Sterinanteil der Lipoidfraktion, wobei das Maximum dieses
Effektes bei zirka 10-5.molarer Xonzentration der Wirkstoffe Liegt.
Die anderen untersuchten Wirkstoffe setzen hingegen allgemein den
Sterinanteil herab.

Tabelle 9. Einflufl verschiedener Wirkstoffe auf den Sterin-
gehalt der Hefe. Steigerung (+) oder Abnahme (—) in Prozenten des
Steringehaltes der Lipoidfraktion unbehandelter Hefe (pg 5,6; 15°; 5 Tage

Versuchsdauer; Fehlergrenze der Methodik 4 49).

Molare Konzentration der Wirkstoffe

1.10-8 \ 1.10 | 1.10% | 1.10-¢

Benzochinon .................... + 28 + 35 -+ 0
Toluchimon. ..................... 0 + 7 —+ 29 0
4-Methoxytoluchinon .. ........... 0 + 18 + 34 0
1,4-Naphthochinon............... — — + 12 0
1,2-Naphthochinon. .............. — — — + 9
Naphthazarin ................... — — + 35 —
Natriumarsenat. . ................ — 13 — 11 — 8 —
Natriumjodacetat . ............... — 27 — 34 — 17 —
Invertseife ...................... — 22 i — 8 — 6 —
Diskussion.

Bevor wir die moglichen Beziehungen zwischen dem Einflufi der
Chinone auf die hier besprochenen Systeme und der antibiotischen
Wirkung bzw. andere schon bekannte BEffekte derselben Substanzen
diskutieren, sollen hier noch die wesentlichsten Ergebnisse jeder Versuchs-
anordnung kurz behandelt werden.

Eine girungsfordernde Wirkung der Chinone scheint in der Industrie
bereits bekannt zu sein; allerdings ist es uns mit der einzigen Ausnahme
eines kurzen Hinweises in einem Lehrbuch neuesten Datums!® nicht
gelungen, eine diesbeziigliche Literaturstelle nachzuweisen.

Bei Betrachtung der Tabelle 1 féllt zuerst auf, daB die einzigen
Chinone, welche in Konzentrationen von iiber 10-3-molar im Versuchs-
ansatz 16slich sind, unter diesen Umstdnden eine starke Hemmung der
Girung bewirken. Diese hohen Konzentrationen erwiesen sich in den

1 4. Rippel-Baldes, Grundrif der Mikrobiologie. Berlin 1948.
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Wachstumsversuchen™ als nicht nur fungistatisch, sondern auch als
fungizid und dieser Wirkung kénnen wir auch den Hemmeffekt auf die
Girung zuschreiben. In subletalen Konzentrationen sind alle unter-
suchten Chinone mit Ausnahme des 1,4-Naphthochinons ausgesprochene
Gérungsforderer; eine FErklirung fiir das unerwartete Verhalten des
1,4-Naphthochinons kann nicht gegeben werden.

Die Géarungsforderung 188t sich nun auf zwei Weisen erkliren: ent-
weder aktivieren die Chinone eines oder einige der vielen am Gérungs-
prozell beteiligten Enzymsysteme oder sie verschieben das bestehende
Gleichgewicht zwischen Glucosevergdrung und Reservekohlenhydrat-
bildung.

Gegen die erste Mdoglichkeit spricht vor allem, daBl wir es hier nicht
mit einer Beschleunigung des Gérungsvorganges sondern nur mit einer
Erhéhung der gebildeten Menge CO,, also des einen Endproduktes der
Gérung, zu tun haben, wobei der Gérungsproze mit ungefahr der gleichen
Geschwindigkeit wie im Blindversuche vor sich geht. Im Falle einer
Aktivierung von einem oder mehreren der am Gérungsvorgang beteiligten
Enzyme wire wohl auch mit einer Beschleunigung zu rechnen.

Jedenfalls sprechen die spiter zu diskutierenden Hemmungen der
Glykogenbildung bei analogen Konzentrationen der Wirkstoffe sehr
daftr, daf der zweite oben erwihnte Grund fiir die Gérungsforderung
verantwortlich sein wird, wenngleich zwischen den beiden Versuchs-
reihen keine gute Ubereinstimmung in der Reihung der einzelnen Chinone
besteht. Dies 158t sich aber zwanglos mit den wesentlich verschiedenen
Versuchsbedingungen der Messungen erkliren.

Es muf iibrigens betont werden, dall wir noch nicht wissen, ob die
Bildung von Alkohol, also des zweiten Endproduktes der Géirung, unter
Chinoneinwirkung ebenfalls eine Vermehrung erfahrt; es wire z. B.
méglich, dal dasjenige Ferment, welches H, von DPN - H, auf Acet-
aldehyd iibertréigt (nach den verschiedenen Nomenklaturen als Alkohol-
dehydrase, Acetaldehydreductase oder am besten als DPN - H,-Acet-
aldehydtranshydrase bezeichnet), gehemmt ist und die Reaktion nur
bis zur Stufe des Acetaldehyds geht, welcher dann von der Zelle ander-
wirtig verwertet wird. Diese Frage wird in kiinftigen Versuchen geklirt
werden miissen.

Die Tatsache, dafl die Brenztraubensidure-Decarboxylierung durch
Chinone — auch in den Konzentrationen, in welchen Girungsférderung
beobachtet wird — gehemmt wird, zeigt, daB es sicherlich nicht ‘dieser
TeilprozeB der Gérung ist, welcher fiir die berichtete Gérungsférderung
verantwortlich gemacht werden kann. Als bemerkenswert sind die
durch die Oxynaphthochinone an der Brenztraubensiure-Decarboxylie-
rung bewirkten Hemmeffekte zu erwihnen.

11 Vgl. die vorhergehende Mittlg.
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Die Untersuchungen iber den EinfluBl der Chinone auf die Atmung
der Hefe zeigen, dafl nicht nur die beiden von Balls und Mitarbeitern?
auf diese Wirkungen untersuchten zwei 2-Oxy-3-alkylnaphthochinone,
sondern auch fast alle anderen Chinone eine Hemmwirkung auf die
Atmung der Hefe zeigen. Ebenso wie bei den Wachstumsversuchen
erwies sich auch hier die Unterhefe als der empfindlichere Organismus.
Unsere Messungen mit cyanidvorbehandelter Hefe lassen annehmen,
daB die Chinone in derselben Kette der Atmungsfermente éingreifen
wie das Cyanid, was gut mit der Vorstellung von Balls?, daf der Angriffs-
punkt der Chinone etwas unter dem Potential des Cytochroms ¢ liegt,
iibereinstimmdt.

Im iibrigen diirfte den Effekten der Wirkstoffe anf die Hefeatmung
keine wesentliche Bedeutung fiir das Zustandekommen der antibiotischen
Wirkungen der Substanzen zukommen, da die Atmung fir die Hefe
ja eine vergleichsweise weniger wichtige Lebensfunktion darstellt. und
wohl der grifte Anteil des Energiebedarfs der Mikroorganismen durch
die Gérungsvorginge gedeckt wird. AuBlerdem sind die beobachteten
Hemmeffekte — auBer bei den schon letal wirkenden Konzentrationen —
nicht sehr grof3.

Eine wesentlich grofiere Bedeutung schreiben wir den bei den Ver-
suchen an der Glykogenbildung erhaltenen Ergebnissen zu. Wie schon
erwdhnt wurde, ist ein Zusammenhang zwischen der Forderung der
Glucosevergidrung und der Hemmung der Bildung des Reservekohlen-
hydrats durchaus denkbar. Beide Prozesse gehen ja von derselben
Ausgangssubstanz, dem Glucose-6-phosphat,; aus, welches nach den
derzeitigen Vorstellungen!? einerseits mit dem Cori-Ester (Glucose-1-
phosphat) und dariiber hinaus mit dem Glykogen und andrerseits mit
Fructose-6-phosphat und mit den darauffolgenden Stufen der Gérungs-
reihe bis zur Brenztraubensiure im Gleichgewicht steht. Die beiden
beschriebenen Effekte lassen sich also in der Weise deuten, daB eines
der beiden Fermente, welche das Gleichgewicht zwischen Glykogen und
Glucose-6-phosphat katalysieren, in seiner Wirksamkeit gehemmt ist.
Eine Untersuchung iiber die Einwirkung der Chinone auf diese beiden
Enzymsysteme, Phosphoglucomutase und Phosphorylase, ist geplant.

Die merkwiirdige Form der fiir das Beispiel des Toluchinons in
Abb. 4 wiedergegebenen Dosiswirkungskurven, welche ein ' Maximum
der Hemmung bei einer etwa 4 - 10-5-molaren Konzentration der Chinorie
mit einem steilen Abfall nach beiden Seiten zeigen — analoge Effekte
beobachten wir auch bei der Gesamtlipoidbildung und bei der Sterin-
bildung —, liBt sich aus den Gegebenheiten der Versuche erkldren.
Bs werden nimlich hier die Glykogenmengen pro Gewichtseinheit Hefe

12 Vgl. z. B. 0. Meyerhof, Exper. 4, 169 (1948).
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gemessen, ohne dall das wihrend der Versuchsdauer eingetretene Wachs-
tum berticksichtigt: wird. Hohe Chinonkonzentrationen hemmen ja,
wie wir wissen, weitgehendst das Wachstum der Hefe und verlangsamen
auch die tbrigen Stoffwechselvorginge, wodurch die urspriingliche
Zusammensetzung der Hefezellen erhalten bleibt, wihrend bei niedrigeren
Konzentrationen die Menge der Zellen vermehrt wird, die Gesamtmasse
der Zellen aber durch die Hemmung der Glykogenbildung glykogen-
armer -ist. ‘

Die Versuche iiber den Einfluf der Chinone auf die Bildung der
Lipoide wurden unter Bedingungen durchgefiihrt, welche méglichst die
Produktion von Fetten als Degenerationsprodukten ausschalten sollten.
Wir waren uns der Tatsache bewuft, daf aus der Kenntnis der Chinon-
wirkungen auf Lipoid- und Sterinbildung kaum irgendwelche Riick-
schliisse auf andere Lebensfunktionen gezogen werden koénnen, da tber
den Mechanismus der Bildung dieser Stoffe durch die Mikroorganismen
noch zu wenig bekannt ist.

Trotzdem erscheinen uns die Ergebnisse, dafy Chinone in subletalen
Konzentrationen eine nicht unwesentliche Vermehrung der Gesamt-
lipoidbildung und besonders des Sterinanteils der Lipoide bewirken,
als interessant, wobei es bemerkenswert ist, dafi die Sterinfraktion bei
Chinonkonzentrationen von 10-3-molar ein #dhnliches Maximum zeigt,
wie wir es bei der Hemmung der Glykogenbildung beobachten konnten.
Es besteht einige Wahrscheinlichkeit, daf Sterine von den Mikroorganis-
men -aus C,-Kérpern aufgebaut werden!s. Ein Kausalzusammenhang
zwischen der erhohten Sterinbildung, der Girungsférderung und der
verringecten Glykogenproduktion lefle sich dann etwa so vorstellen,
daB die entsprechend der geringeren Bildung des Reservekohlenhydrats
vermehrte Gérung natiirlich auch eine erhéhte Bildung von Acetaldehyd
mit sich bringt, welcher aber nicht vollstéindig zu Athylalkohol reduziert
wird, sondern teilweise -vielleicht iiber einen zweiten noch unbekannten
C,-Korper zu Sterinen aufgebaut wird. —

Wenn wir nun nach dieser Gesamtiibersicht iiber unsere Resultate
versuchen, Bezichungen zwischen ihnen und unseren fritheren Ergebnissen
aufzufinden, so miissen wir vor allem feststellen, daB wir bisher einzig
allein fiir die verschiedenen Effekte der Chinone bei hohen Konzen-
trationen (groBer als 5-10~%molar) mit einiger Wahrscheinlichkeit
einen einheitlichen Mechanismus der Wirkungen feststellen kénnen.
Fiir diesen Konzentrationsbereich diirften die eiweiBkoagulierenden
Wirkungen der Substanzen verantwortlich sein. -

Bei niedrigeren Konzentrationen liegen die Verhiltnisse unvergleich-
lich komplizierter. Keines der hier untersuchten Systeme zeigt irgend-
welche deutlichen Zusammenhinge mit den in der vorhergehenden Mit-

13 Vel hierzu A. Kleinzeller, Adv. Enzymology 8, 331 (1948).
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teilung berichteten Wachstumshemmungen. Auch zwischen den bisher
durchgefiihrten Versuchen an isolierten Fermentsystemen und den hier
beschriebenen Versuchsreihen lassen sich kaum Ubereinstimmungen
finden. Hingegen wurde durch die Beobachtung, daf die Chinone die
Géarung fordern, unsere seinerzeitize Annahme® bestitigt, dal die
Phosphatresorption der Hefezelle unter Chinoneinflufl deswegen erhoht
wird, weil die Girung und damit der Phosphatverbrauch gesteigert
werden. Kine weitere, den Phosphatverbrauch steigernde Komponente
diirfte auch die Verringerung der Glykogenbildung sein, denn der End-
prozeB der zum Glykogen fithrenden Reaktionsreihe verliuft unter Ab-
spaltung anorganischen Phosphats, das also bei einer Hemmung der
Polysaccharidbildung der Zelle nicht mehr im gleichen Ausmal zur
Verfigung steht.

Wir sind zur Zeit dabei, unsere damaligen Versuche unter Verwendung
radioaktiven Phosphors zu wiederholen und hotfen, auf diese Art Resultate
zu erhalten, welche uns gestatten, eine iiberschlagsméiBige Phosphat-
bilanz aufzustellen, um damit unsere Vorstellungen weiter zu be-
kriftigen.

Was nun die mangelnde Ubereinstimmung der hier berichteten
Ergebnisse mit denjenigen der Wachstumsversuche betrifft, so erscheint
uns dieses Resultat durchaus nicht als verwunderlich. Wir haben schon
seinerzeit!* in.einer kurzen Mitteilung betont, dafl die Chinone sehr
reaktionsfreudige und daher recht unspezifisch wirkende Substanzen
sind, welche eine groBe Anzahl von Fermentsystemen zu beeinflussen
vermdgen. Welches System nun fiir eine bestimmte Wirkung auf eine
biologische Funktion, wie z. B. Wachstum, Kohlenhydratstoffwechsel,
Atmung oder Reservestoffbildung, mafigeblich beeinflufit wird und somit
den dominanten Faktor fiir den Effekt darstellt, scheint bei jeder einzelnen
Lebensfunktion und wahrscheinlich auch bei Verwendung verschiedener
Chinone verschieden zu sein. Hs diirfte also tatséichlich so sein, dal} in
jedem einzelnen Falle einer Chinonwirkung — in subletaler Konzentra-
tion — der beobachtete Effekt die Resultierende einer Anzahl von
Fermentbeeinflussungen ist. Nur ein sehr weitgehendes Studium der
Einwirkung auf verschiedene Einzelsysteme aus einem Organismus
unter weitgehend gleichartigen Versuchsbedingungen kann eine Auf-
klirung iiber die Beteiligung der einzelnen Komponenten an der zu unter-
suchendén Erscheinung ermdglichen.

Jedenfalls spricht alles dagegen, daf die antibiotischen Effekte von
Chinonen das Resultat einer einzelnen Wirkung auf spezifische Akzeptor-
gruppen der Zelle sind, wie es seinerzeit Colwell und McCall*® annahmen,

14 Science (New York) 105, 549 (1947).
15 Science (New York) 101, 592 (1945); J. Bacteriol. 51, 659 (1946).
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welche die Reaktion der Substanzen mit den Sulfhydrylgruppen der
Enzymproteine fiir die Effekte allein verantwortlich machten.

Zusammenfassung.

In der vorliegenden Mitteilung werden Untersuchungen iiber die
Wirkung von Chinonen auf verschiedene Zelifunktionen der lebenden
Hefe berichtet. Hiernach werden die Glykogenassimilation und die
Atmung der Hefe durch bestimmte, auch subletale Konzentrationen
der Substanzen wesentlich gehemmt, wohingegen die Gérung, die Bildung
von Lipoiden — und hier besonders des Sterinanteils — von den meisten
Chinonen in analogen Konzentrationen merklich gefordert werden.

In der Diskussion wird versucht, Zusammenhinge zwischen den hier
berichteten Resultaten untereinander und mit den in fritheren Versuchen
erhaltenen Ergebnissen aufzufinden.



