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In des XI.  Mitteilung dieser t~eihe 1 haben wir tiber die Hemra- 
wirkungen verschiedener Chinone auf einige Phosphoraonoesterasen der 
Hefe berichtet. Es erschien uns nun yon Interesse zu untersuchen, ob 
sich auch tierische Phosphoraonoesterasen in ~hnlicher Weiss verhalten 
wie die entspreehenden Enzyme des I-Iefe. 

Ein Hinweis auf eine I-Ierarawirkung yon Chinonen auf tierische 
Phosphatasen finder sieh bereits bei Sizes ~, welsher berichtet, dal~ eine 
Anzahl oxydierender Substanzen, darunter aueh p-Benzoehinon, vier 
versehiedene Phosphoraonoesterasen tierischen Ursprungs zu hemraen 
imstande sind. Die yon Sizes untersuehten Ferments waren drei Phospho- 
raonoesterasen mit alkalisehera Wirkungsoptiraura, und zwar das Ferment 
des Rinderniere, dasjenige der lginderlunge und die Milchphosphatase, 
sowie das ira sauren Bereich optiraal wirkende Enzyra des lginderniere. 

Ffir unsere Versnehe haben wir nun die folgenden Ferraente aus- 
gew~hlt: die alkalisehe Phosphoraonoesterase des Pferdeniere, die Serura- 
phosphatase, sowie die Phosphatase des mgnniiehen t{arns. Diese Aus- 
wahl wurde deshalb getroffen, weil uns die Ansgangsraaterialien fiir 
die genannten Ferraente zur Verfiigung standen und auch, weft wir 
hofften, auf diese Art AnfschluB fiber das Verhalten Mler isodynamer 
Gruppen des Phosphomonoesterasen a zu erhalten, yon welches wir bei 
unseren frfiheren Versuchen 1 bereits die Types  AII I u n d  Air  in bezug 
auf ihre tIerarabarkeit dutch Chinone untersueht hatten. 

i XVlh. Chem. 79, 421 (1948). 
'~ J. biol. Chemistry 145, 405 (1942). 
a Vgl. S. J .  ~'olley und H. D. Kay,  Ergebn. Enzymforsch. 5, 159 (1936). 



704 O. Hoffm~nn-Ostenhof  und  El i sabeth  Pu tz  : 

M e t h o d i k .  

Gewinnung der Fermentprgparate. Die D~rstel lung der alkal ischen ]Nieren- 
phosphatase  erfolgte genau naeh  den Angaben  yon  Albers und  Albers 4. Als 
Ausgangsm~ter ia l  d iente  frisehe t)ferdeniere. Ffir  die Versuche m i t  der  
Serumphosph~tase  wurde  frisehes Pferdeseruin,  fiir d ie jenlgen m i t  der  t t a rn -  
phosphat~se m~nnl icher  N~r ina lharn  verwendet .  

Substrate. Als Subs t ra te  fanden Phenolph tha le inphospha t ,  Phenol-  
phospha t  und  f l-Glycerophosph~t Verwendung.  Diese Pr~para te  wurden  
s~intlich im hiesigen Labora to r iu in  synthet is ier t .  

Durch~i~hvung der Hemmungsversuche. Diese erfolgte in gleieher Weise, 
wie in unserer  fr i iheren Mit te i lung beschrieben 1, nur  wurde  fiir die alkulischen 
Fer inen te  auch die Mel3inethodik yon  Huggins und  Talalay 5 (Subs t ra t :  
Pheno lph tha le inphospha t  ) angewandt .  

E r g e b n i s s e .  

Die  E rgebn i s s c  der  t t e m m u n g s v e r s u c h e  m i t  den  dre i  v e r s c h i e d e n e n  

F e r m e n t e n  s ind  in  d e n  T~be l len  1, 2 u n d  3 wiede rgegeben .  

Tabel le  I. P r o z e n t u e l l e  H e m i n u n g  d e r  A k t i v i t ~ t  d e r  a l k a l i s c h e n  
P h o s p h o i n o n o e s t e r a s e  a u s  P f e r d e n i e r e n  d u r c h  C h i n o n e .  p H  8,5 
(Ammonch lo r id -Ammoni~k  nach  Michaelis); 30 ~ Versuchsdauer  30Min . ;  
Subs t ra t :  Pheno lph tha le inphospha t  (Kontrol lversuche Init  Pheno lphospha t  

und  f i-Glyeerophosphat) .  

Substanz 

p-Benzochinon  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
To luchinon  . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
m-Xy!oeh inon  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p -Xyloch inon  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 -Methoxyto luchinon . . . . . . . . . . . . . .  
T h y m o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p -Dichlorbenzochinon . . . . . . . . . . . . .  
1 ,4-Naphthochhlon  . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 ,2-Naphthoehinon . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 -Chlor - l ,4 -naphthochinon . . . . . . . . .  
2-~r 1 ,4-naphthoehinon . . . . . . . .  
2-Oxy- 3-chlor- 1,4-naph~hoehinon . . .  
Lawson  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Naph thaza r in  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Prozentuelle tiemmung der Spaltung bei ver- 
schieden molarer ]~onzentration der ~emmstoffe 

4 �9 10 -8 4 �9 10 -4 4 �9 10 -~ 4.10 -~ 

25 10 
32 10 
- -  30 
- -  28 

2 
4 

16 

4 
4 

18 
13 

0 
0 
2 

10 
- -  23 
16 

6 
12 

4 
- -  0 

Anmerlcung zu TabeUe 1. Des verh~ltnisini~l]ig niedrige pI-I der Versuehe,  
welches v o m  ftir die Wi rkung  des Fe rmen tes  op t imalen  W e r t  9,2 abweieht ,  
wurde  wegen der  grotBen Empf ind l i chke i t  der  Chinone gegeni iber  alkal ischen 
LSsungen gew~hlt .  T ro t zdem Iniissen wir  annehmen,  da~ die zersetzl icheren 
unserer  Substanzen (besonders p-Benzoehinon  und  Toluchinon)  aueh t inter  
den  gew~hlten Bedingungen  teilweise w~hrend des Versuches zerst5r t  werden,  
so dal3 hier  eine gewisse Ungenau igke i t  der  Messungen anzunehmen  ist. 

4 Hoppe-Seyle r ' s  Z. physiol.  Chem. 232, 165, 189 (1935). 
J .  blol. Chemis t ry  159, 399 (1945). 
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T a b e l l e 2 .  P r o z e n t u e l l e  H e m m u n g  d e r  p h o s p h a t a t i s c h e n  W i r k u n g  
y o n  P f e r d e s e r u m  d u r c h  C h i n o n e .  p H  9,2  ( A m m o n c h l o r i d - A m m o n i a k ) ;  

s o n s t i g e  B e d i n g u n g e n  w i e  i n  T a b e l l e  1. 

Substanz 

p - 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  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 - M e t h o x y t o l u c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T h y m o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p - D i c h l o r b e n z o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 , 4 - 1 ~ a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 , 2 - 1 q a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 -Ch lo r -  1 , 4 - n a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2-IVfethyl- 1 , 4 - n a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 - 0 x y  - 3 - c h l o r  - 1 , 4 - n a p h t h o c h i n o n  . . . . . . . . . . .  
L a w s o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
l ~ a p h t h a z a r i n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Prozentuelle ]~emmung der Spaltung 
bei vel~schieden molarer ]Konzen- 

tration der ttemmstoffe 

4 . 1 0  - ~  4 �9 1 0  - 5  

22 10 
22 9 
21 ii 
22 lO 
4 0 
3 0 

- -  4 

7 

9 

- -  6 

19 I0 
3 

4 �9 10 -a 

w 

m 

16 

0 

A n m e r k u n g  zu  Tabelte 2. B e l  d e n  h i e r  b e r i c h t e t e n  V e r s u c h e n  w u r d e  z u r  
V e r m e i d u n g  d e r  C h i n o n z e r s e t z u n g  n a c h  e i n e r  y o n  d e r  b e i  T a b e l l e  1 be -  
s c h r i e b e n e n  v e r s c h i e d e n e n  T e c h n i k  g e a r b e i t e t .  D e r  H e m m s t o f f  w u r d e  v o r  
Z u g a b e  d e s  S u b s t r a t s  u n d  t ie r  P u f f e r l 6 s u n g  30 M i n .  a,uf d i e  F e r m e n t 1 6 s u n g  
e i n w i r k e n  g e l a s s e n .  K o n t r o l l v e r s u c h e  m i t  d e r  o b e n  b e s c h r i e b e n e n  !Yiethodik 
e r g a b e n  w e i t g e h e n d e  ~ o e r e i n s t i m m u n g .  

T a b e l l e  3. P r o z e n t u e l l e  I - I e m m u n g  d e r  i m  s a u r e n  G e b i e t  v o r -  
handenen lohoslohatatischen Wirkung mgnnlichen lqormalharns 
durch Chinone. loll 5,5 (Citrat-HCI-Puffer nach Sorensen); sonstige Be- 

dingungen wie in Tabelle i. 

Substanz 

i o - 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  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 - M e t h o x y t o l u c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T h y m o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p - D i e h l o r b e n z o c h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 , 4 - N a p h t h o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 , 2 - N a p h t h o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 -Ch lo r -  1 , 4 - n a p h t h o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 - M e t h y l -  1 , 4 - n a p h t h o e h i n o n  . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 - O x y - 3 - c h l o r -  1 , 4 - 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  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

ProzentueUe ] t emmung der Spaltung 
bei verschieden molarer ]~onzen- 

t ra t ion der ~temmstoffe 

4 ,  1 0  - a  4 . 1 0  - 5  

15 
13 

8 
9 

0 
0 
9 

9 

6 
2 

8 
8 

29 
23 
20 
21 

5 
4 

1 2  

4 . 1 0  - ~  

m 

15 

0 
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Diskussion.  

Unsere Versuche zeigen, dab sich alle drei untersuehten Fermente 
in ziemlieh gleichartiger Weise durch Chinone hemmen lassen. Dies 
ist insoweit erstaunlich, als wir in der 5Iierenphosphatase nach Albers 
ein verh~LltnismaBig hoch gereinigtes Enzympr~parat vor uns haben, 
w~hrend die Serumphosphatase und die Harnphosphatase in v511ig 
ungereinigtem Zustand verwendet wurden. AuBerdem ist die Harn- 
phosphatase yon den anderen beiden Enzymen durch ihr pit-Optimum 
im sauren Gebiet untersebieden, so dab aueh hier ein Unterscbied zu 
erwartei1 gewesen ware. Ein Vergleich mit den seinerzeit 1 bei den Hefe- 
phosphatasen erhaltenen Werten zeigt, daB auch die Oberhefenphosphatase 
mit dem pI-I-Optimum yon 4,0 sich in ganz ~hnlieher Weise wie die 
drei hier besehriebenen Fermente verh~lt. Die recht geringen Unter- 
schiede sind nur quantitativer ~atur;  bemerkenswert ist, daB in allen 
F~llen das 1,2-Naphthochinon in sehr hoher Verdfinnung noch einen 
starken Effekt ergibt und daB allgemein die l~eihung der einzelnen 
Hemmstoffe nach ihrer Wirksamkeit bei allen vier Fermenten eine 
ziemlich gleiehartige ist. Wie wir schon in der friiheren Mitteilung 1 
erwi~hnt haben, scheint die ~-Glycerophosphatase der Hefe ein gegenfiber 
Chinonen empfindlicheres System darzustellen als die anderen be- 
sehriebenen Fermente, aber auch hier dfirften die Unterschiede mehr 
quantitativer als qualitativer ~atur sein. 

Wir haben nunmehr Phosphomonoesterasen aller vier bisher bekannten 
Klassen untersucht. Von den bier besprochenen Fermenten gehSren dem 
Typus A I nach tZolley und Kay a die alkalische Nierenphosphatase und 
die Serumphosphatase an. Von der ebenfalls zu dieser Klasse geh6renden 
alkaHschen Phosphatase der Oberhefe, welche wit kiirzlich iso]ieren und 
konzentrieren kolmten 6, sei bier nur kurz erw~hnt, dab ihre Chinon- 
empfindlichkeit derjenigen der /qierenphosphatase sehr ~hnlich ist. 
Dem Typus AII gehSrt die Harnphosphatase mit dem pH-Optimum 5,5 
an; Typus AII I und Typus Air werden durch die seinerzeit 1 untersuchten 
I-Iefefermente repr~sentiert. Die Ubereinstimmungen der Chinon- 
hemmlmgen lassen darauf schlieBen, daB bei allen Tylaen der Phospho- 
monoesterasen die dutch Chinone bewirkten Hemmungen in gleicher 
Weise zustande kommen, wobei allerdings fiber den Mechanismus dieser 
Erscheinungen noch nichts ausgcsagt werden kalm. Festzustehen scheint 
aber jedenfalls, dab es sich hier nieht um eine Reaktion mit Sulfhydryl- 
gruppen handelt, da die ffir Sulfhydrylgruppen spezifischen Reagenzien, 
wie Jodessigs~ure und Porphyrexin, auf die vier verschiedenen isodynamen 
Typen der Phosphomonoesterasen keine derartigen Wirkungen ausfiben, 
dab man annehmen k6nnte, dab die S]~[-Gruppen ffir die Aktivit/~t der 
Fermente eine wesentliche Rolle spielen. 

Exper. 4, 352 (1948); Festsehr. /fir _P. Karrer, S. 11, Ziirich 1949. 



Hemmwirkungen verschiedener Chlnone auf einige Phosphomonoesterasen. 707 

Zusammenfassung. 
Es wurde die Wirkung verschiedener Chinone auf drei Phospho- 

monoester~sen tierischen Ursprungs, die alkalische Nierenphosphatase, 
die Serumphosph~tase und die Harnphosphatase, untersucht. Die Er- 
gebnisse zeigen gemeinsam mit den Resultaten eLuer frfiheren Unter- 
suchung, d~l~ die Chinone in weitgehend gleich~rtiger Weise auf ~lle 
Typen der Phosphomonoesterasen einwirken, was den Schlul3 zul~l~t, 
d ~  der Meehanismus dieser Hemmungen identisch ist. ~ber die Art 
dieses Mechanismus kann noch nichts ausgesagt werden. 


