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Von den Allylverbindungen ist seit langem eine hemmende Wirkung
auf energieliefernde Reaktionen der Zelle bekannt. So ist die Hefe-
girung unter dem REinfluB von Allylsenfol stark vermindert!~4; die
Atmung der Hefe ist noch empfindlicher und wird schon durch Konzen-
trationen gehemmt, die ohne EinfluB auf die anaerobe Girung sind3.4,
bzw. bei der aeroben Girung sogar eine scheinbare Forderung hervor-
rufen. Ahnliche Wirkung zeigen an der Hefe hinsichtlich Atmung und
Garung Allylformiat und Allylamin®. An tierischen Zellen und Geweben
wurde durch Allylformiat Hemmung des Sauerstoffverbrauches von
Seeigeleiern? und Froschhaut®, durch Allylsenfsl Hemmung der Atmung
von Protozoen® und Froschmuskel® hervorgerufen. An Warmbliiter-
geweben wurde die Wirkung von Allylverbindungen in vitro noch nicht
untersucht, wobl aber im Zusammenhang mit dem Problem der sogenann-
ten ,,Serdsen Entziindung® in vivo der Einflul von Allylformiat auf
die Atmung der Leber studiert. Dabei wurde nicht nur Hemmung
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konstatiert'®-'2, die nach mittleren und hohen Dosgen konform mit
deutlichen morphologischen Verdnderungen auftrat, sondern nach
niederen Dosen unmittelbar sowie als Folgeerscheinung nach voran-
gegangener nicht zu starker Atmungshemmung und bei durch das
Lésungsmittel verzégerter Resorption hoher Dosen stellte sich eine
Steigerung der Gewebsatmung ein'?, welche einige Wochen anhielt. Es
erhebt sich die Frage, ob auch in vitro durch gentigende Variation der
Konzentrationen eine Steigerung der Atmung tierischer Gewebe erzielt
werden kann.

Material und Methode.

Zur Verwendung gelangten Meerschweinchen von zirka 200 bis 300 g
Gewicht nach 48 Stdn. langem Hungern. Tétung der Tiers durch Nacken-
schlag und Entblutung, Herstellung von Schnitten der Leber und in einer
Versuchsreihe auch der Niere. Direkte Methode nach Warburg3: m/40 Krebs-
Phosphatringer pH 7,4, ohne (KPR) und mit 0,29 Glukose (KPRG) sowie
bikarbonatarme Krebs-Ringerlésung (bKR) ohne Glukose. In besonderen
Versuchsreihen diente als Substrat fiir die Leberatmung 0,16 m Na-Pyruvat,
fiir die Nierenatmung 5 X 107* m Cholin-Chlorid. Beatmung mit Sauerstoff,
Versuchsdauer 1/, bis 3 Stdn., Mittelwert des Qo, Uber 11/, Stdn. zur Be-
stimmung der Abweichung gegeniiber dem Normalwert herangezogen. Die
untersuchten Substanzen sind Alylalkohol (AA), Allylformiat (AF) und
Allylsenfsl (AS, 0,1 m frisch hergestellte Stammemulsion) im Konzentrations-
bereich von 5 x 1072 bis 10~7m Endkonzentration. Zusatz erfolgte vor
Versuchsbeginn, so dafi die Organschnitte bis zu Beginn der Atmungsmessung
wahrend der Zeit der Durchstromung und des Temperaturausgleiches schon
zirka 15 bis 20 Min. in der Giftldsung waren. Die héheren Konzentrationen
von AF (pH von 0,1m 2,26) wurden vor der Untersuchung neutralisiert,
das pH von AA und AS liegt im verwendeten Bereich nahe dem Neutral-
punkt. Beziehung auf Anfangstrockengewicht, Messung der Atmung und
Bestimmung des BQ (in KPR und KPRG). Einige Versuche wurden nach
der indirekten Methode!® mit Krebs-Bikarbonatringer (KBR) als Medium
und einem Gasgemisch von 5% C0,/95% O, ausgefiihrt. Gesamtzahl der
Einzelversuche: 239.

Ergebnisse.

Die Normalwerte des @, der Meerschweinchenleber in KPR und
KPRG (Durchschnitt von 11/, Stdn.) sind aus Tabelle 1 ersichtlich. Im
glukosefreien Medium verbrennt die Hungerleber nur Fett (Qgy = 0),
in KPRG wird durch Verbrennung der Glukose die Atmung erhéht;
aus dem RE) von 0,72 errechnet sich ein Qgy von 1,16. Dieser iibersteigt
die Differenz von 0,59 zwischen den beiden Qo, 50 daB die Fettoxydation
eingeschrinkt wird (Qp: 2,15, das heiBlt 799, von 2,72). Dies steht in
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Ubereinstimmung mit den Verhéltnissen bei der Hungerleber der Rattet#, 15
und hat seine Ursache im Konkurrieren von KH und Fett um den vor-
handenen Sauerstoff!s. In bKR betrigt der ¢, 3,43, in bKR plus Na-
Pyruvat 4,03; der QO der Niere in bKR 8,78, in bKR mit Cholin 10,92.
Fiir die Leberatmung 168t sich bei allen drei Substanzen in den hemmenden
Konzentrationen eine Signifikanz von P = 0,01 bei » = um 20 errechnen.
In den niederen Konzentrationsbereichen besteht fir die nahe dem
Normalwert liegenden Durchschnittswerte keine Signifikanz.

Tabelle 1. Atmung und R@ der Meerschweinchenleber nach

48 Stdn. Hungern unter dem EinfluB von AA, AF und AS im

Phosphatmedium (Durchschnittswerte). Die E@-Bestimmung in AS ist

infolge der Absorption von AS in héheren Konzentrationen durch das
KOH-Filterpapier etwas unsicher.

Molare Konzentrationen
Substanz Medium
5><10-=| 10t 10~ '10-4‘ 10-5 l 1078
H
AA KPR Qo, 1,8 [ 1,97 | 2,02 | 2,20 | 2,44 | 2,91
RQ 0,36 ' 0,49 | 0,65 | 0,61 | 0,67 | 0,75
Qrn — — | 0,38 | 0,20 | 0,56 | 1,22
KPRG Qo, 2,07 | 2,07 258 | 3,04 | 366 | 428
RQ 0,52 | 0,52 | 0,78 ! 0,93 | 0,93 | 0,68
QxH — ‘ — 1,26 ) 2,55 | 3,09 | 1,10
AF KPR  Qo, 1,72 ) 1,83 | 1,96 | 2,23 | 2,91 | 3,14
KPRG Qo, — ’ 1,25 | 1,93 | 2,66 | 2,73 | 3,70
RQ — | 0,25 | 0,58 | 0,55 | 0,68 | 0,88
QxH — o o o 0,69 | 2,66
AS KPR Qo, 1,76 | 2,13 | 2,24 | 2,57 | 2,68 | 2,64
RQ — ! 063 | 0,65 ‘ 0,82 | — —
OxH — I 0,30 | 0,41 | 152 | — —
KPRG Qo, | 1,47 | 1,52 | 245 | — —
RQ (1 14)‘ 0,53 | 0,66 | 0,68 | — —
QxH — 0 0,32 ]'0,63 — —
Normal KPR Qo, 2,72} |

RQ 0,53 | | ‘

QxH 0 ‘ |

KPRG Qo, 3,31 }

RQ 0,72 ] ;

QrH 1,16 | |

Qo, und RQ nach AA, AF und AS in KPR und KPRG sind ebenfalls
in Tabelle 1 angegeben. Sie lassen, wie auch die AtmungsgréBen in
bKR, eine gute lineare Beziehung zwischen dem prozentuellen Ausmal
des O,-Verbrauches und den molaren Konzentrationen erkennen (Abb. 1a,

14 Wetzel und w. Zitzewitz, Arch. exp. Path. (D.) 195, 52 (1940).
15 Wetzel, Arch. exp. Path. (D.) 202, 518 (1943).
16 Szomogyi, Ann. Rev. Biochem. 11, 228 (1942).
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2a, 3a). Nur die Leberatmung in AS bei KPR und die Nierenatmung
in AS bei bKR plus Chelin machen eine Ausnahme. Es zeigt sich, daB
die Hemmung in substratfreier Ringerlosung geringer ist, in substrat-
haltiger, und zwar mit Glukose bei AA, mit Pyruvat bei AF und AS
und mit Cholin bei AS dagegen stirker, so daBl die Konzentrations-
Wirkungskurven hier einen steileren Verlauf zeigen und den Normalwert
frither, das heifit bei héheren Konzentrationen erreichen bzw. iiber-
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Abb, 1a,b. Wirkung von Allylalkohol auf Atmung und RQ. Ordinate: Prozent Normalatmung
Abszisse: log, molare Konzentration.

(Q0g) oder Normal-QOg g bzw. Normal-QOg__pets.

schreiten. Auch der R@), welcher bei héheren Konzentrationen Hemmung
und bei niederen Steigerung erfihrt, 1ift eine deutliche Konzentrations-
Wirkungsbezichung erkennen.

Wiewohl die Steigerung der Atmung infolge der zu starken Streuung
der Einzelwerte im Durchschnitt nicht gesichert ist, [aBt der Vergleich
mit dem Normalwert derselben Leber (Tabelle 2) im Konzentrations-
bereich zwischen 104 m und 10-%m erkennen, dafl durch AA bei 10-5m
eine Steigerung von etwa 139, und durch AF bei 104 m eine Erhéhung
von 209, und bei 10-*m von 219, hervorgerufen wird. AS bewirkt nur
in Pyruvat Steigerung. Fiir das Hochstausmall der Atmungsférderung
durch AA 10-5m aus Tabelle 2 (4,36 gegeniiber 3,27) und dem héchsten
RQ-Einzelwert im gleichen Bereich (0,67 in KPR}, unter der Annahme,
daB der RQ in bKR nicht wesentlich von dem in KPR differiert, ergibt
sich ein. Qgy von 1,01 gegeniiber dem Atmungsanstieg von 1,09, also
eine gute Entsprechung. Fir den héchsten AF-Wer{ (in bKR bei 10~* m
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Tabelle 2. Vergleich der beeinfluBten Leberatmung mit der
Atmung der jeweiligen Normalleber. Zahl in Klammern = Versuchs-
anzahl. (Nur die Werte des steigernden Konzentrationsbereichs
angegeben.)

Medinm Normal—Q02 Substanz ‘) Molare Konz. i ggés::zz Akt&itﬁt
| |
KPR 2,24 (2) | AS 10 2,24 (2) | 100
1078 241 (2) | 107,5
) 10- 2.26 (2) | 101
KPR 2,75 (3) | AS 10— 2,85 (2)  103,5
} 10-5 2,93 (2) } 106,5
u 10-¢ 3,01 (2) | 1095
KPR 3,35 (3) J AF 107 3,80 (2) ) 116
! 10 3,904 (2) | 117,5
KPR 1,51 3) | AF | 10—t 1,70 (2) | 118
10-5 2,06 (2) | 1365
KPR 3,30 (3) | AF 10-5 3,21 (2) 97,5
10-8 3,17 (1) 96
10~ 3,09 (2) 93,5
KPR 2,22 (1) | AA 104 | 1,85 (1) 83,5
KPR 2,37 (1) | AA 10— 2,44 (1) & 103
AS 10— 2,65 (1) | 112
KPR 2,95 (1) | AA 104 2,97 (1) | 100
AF 102 2,99 (1) | 101
KPRG 3,16 (1) | AA 10~ 3,04 (2) 96,5
bKR 3,56 (2) | AF | 10 3,90 (1) | 109,5
107 3,88 (2) | 109
AA 106 3,90 (1) | 109,5
KR 3,04 (1) | AA 10-3 2,74 (3) | 90
10-¢ 2,68 (3) 88
bKR 3,02 (2) | AF 104 452 (2) | 150
“ 10-5 431 (2) | 143
bKR 3,67 (2) | AS | 5x1075| 359 (2 98
75 x 1075 | 3,45 (2) | 94
3 x 105 | 3,60 (1) 98
KR 2,81 (3) | AA 10~ 2,29 (5) 81,5
1078 3.26 (3) | 116
KR 3,27 (2) | AA | 10— 3150 | s
1073 436 (2) | 133
bKR C 2,71 (2) AF 10-5 3,38 (2) | 125
10~ s 3.20 (2) | 118
KbR plus Pyruvat| 4,03 (2) | AS 10~ | 470 (2) | 117
; 10~5 | 4,50 (2) 112

4,52 gegeniiber 3,02) lift sich nicht aussagen, ob Zusatzatmung und
Qg Ubereinstimmen, da der B nur in KPRG gemessen wurde.’

Aus den RQ-Werten 148t sich ableiten, dafl bei AA in XPR bereits
bei 10-*m nur mehr 81,5% der Gesamtverbrennungen durch Fett-
oxydation bestritten wird, weil ein Qg von 0,38 auftritt. Der KH-Anteil
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nimmt mit abfallenden Konzentrationen zu; der Qgg erreicht bei 103 m
AA 1,22, was 1059, des optimalen Qgg, wie er im Glukosemedium auf-
scheint, ausmacht (siehe Abb. 1b). In KPRG tritt durch AA schon
bei 103 m eine Forderung der KH-Verbrennung ein, welche hier bereits
499, der Gesamtoxydation ausmacht gegeniiber 35%, der unbehandelten
Leber in KPRG, bei 10~* m erreicht der @, xq seine maximale Steigerung
(66%), der Q. betrigt nur noch 0,57 (76,6% Hemmung); bei 10~°m
werden wieder Normalbetrige erreicht (Abb. 1b). Bei AF ist O,-Ver-
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Abb. 2a,b. Wirkung von Allylformiat.

brauch und £ in KPRG bis 10-5m etwa in gleichem AusmaB gehemmt,
so daBl die Atmung allein auf Fettoxydation zuriickgeht. Der Qg ist
nur bei 102m 429, gehemmt, sonst bis 10~ m normal. Der RQ von
0,68 bei 10-5m geht auf einen gleichzeitigen Qgy von 0,69 zuriick, was
besagt, dafl die Verbrennung der exogenen KH im Glukosemedium
hier noch 59,59, gehemmt ist. Erst bei 106 m ist der Qgg liber 1009,
erhoht und die Fettoxydation dadurch zu 529, eingeschrankt (Abb. 2b).
Bei AS in KPR tritt schon bei 10~2 m ein Qg von 0,30 aaf, dieser nimmt
bei abfallenden Konzentrationen zu und betrigt bei 10~4m 1,52. Ent-
sprechend erscheint die Fettoxydation zunehmend von zirka 20 bis 609,
zurtickgedrangt. In KPRG ist bei 10-2m eine Hemmung der Fett-
verbrennung von 31,59, erkennbar, der exogene Zucker hat auf die
Atmung keinen EinfluB; bei 10-3m erscheint ein Qgy von 0,32, bei
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10~¢m von 0,83, wodurch der Fettverbrauch, der an sich woh!l nicht
mehr direkt gehemmt ist, vermindert wird (Abb. 3b).

Die Versuchsanzahl in KBR ist zu gering, um hier eindeutige Aktivi-
tits-Konzentrationsbezichungen zutage treten zu lassen, er ergibt sich
aber (Tabelle 3), daB unter dem EinfluB von Allylverbindungen (es
wurde nur AA untersucht) die aerobe Glykolyse anscheinend ansteigt.
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Abb. 3a,b. Wirkung von Allylsenfol.

Tabelle 3. Versuche in KBR. Der Berechnung der aeroben
Glykolyse (Qg”) ist der in KPR ermittelte RQ zugrunde gelegt.
Zahl in Klammer = Versuchsanzahl.

%, | 0o, v | Re oy

Normal (3)..... 5,16 i 4,12 0,80 | 0,53 1,39

AA 10-3m (2)..| 555 | 5,45 0,98 | 0,43 3,06

AA 10~tm (4)..] 462 | 548 1,18 | 046 | 3,35
Diskussion.

Der zunichst auffilligste Befund ist, dall auch durch hohe Konzen-
trationen (102 m) von den untersuchten Substanzen im Phosphatmedium
eine nur geringe, im wesentlichen 509, nicht iiberschreitende Hemmung
hervorgerufen wird, wihrend die bei der Hefe fiir die Atmung noch
wirksamen Konzentrationen bei AS 1:60000¢ und bei AF 1:8000°
sind und auch die Froschmuskelatmung noch durch 1:200000 AS ge-
hemmt wird?. Die Ursache dafiic kénnte im unterschiedlichen Verhalten
von Zellsuspensionen und relativ groBen Gewebsschnitten liegen sowie
in einer artspezifischen Reaktionsweise. Die Umrechnung der Konzen-
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tration von 10-2 m AF wiirde — bei Molgewicht von 86 und einer Feucht-/
Trockengewichtsrelation von zirka 3,5 — 300 mg/100 g Korpergewicht
ergeben, bei welcher Dosis in wenigen Minuten Tod des Versuchstieres
und 1009, Atmungshemmung zu erwarten wire. Erst bei 10-tm, welches
3 mg AF/100 g Korpergewicht entspricht, kommen wir in die GréBen-
ordnung, wo nach in vivo-Beeinflussung nicht tédliche Atmungshemmung
der Leber festgestellt wird. Sie betrigt fiir Rattenleber'? nach 5 mg/100 g
509, in Bikarbonat-Ringer, jedoch nur zirka 109% in PR ohne Glukose,
was dem Ausmal} der hier festgestellten Atmungsgréfle entspricht. Nach
der in vivo-Beeinflussung der Gewebsatmung war es charakteristisch,
dall die prozentuellen Abweichungen im Phosphatringer stets kleiner
als in Bikarbonat-Ringer gefunden wurden'?, wofiir das Fehlen von Bi-
karbonat im Medium verantwortlich gemacht wird'”. Es ist durchaus
moglich, daf dies in gleicher Weise fiir in vitro-Beeinflussung gilt. Aus
diesem Grunde wurden auch Untersuchungen in bKR durchgefithrt
und durch AF tatsichlich in dieser Suspensionsflissigkeit, zum Unter-
schied von AA, stirkere Hemmung hervorgerufen, die bei 10-2 m 809,
betrigt. Die Abweichungen entsprechen aber auch dann nicht der nach
in vivo-Wirkung zu erwartenden GroBenordnung. Wenn man bei kurz-
dauernden Versuchen das Fehlen der Kohlensdure als bestimmenden
Faktor der Gewebsatmung vernachlissigt’® und die allenfalls spezies-
verschiedenen Reaktionsmoglichkeiten nicht zu hoch einschéitzt, wird
man annehmen miissen, daft Beeinflussung des Zellstoffwechsels in vitro
und in vivo im allgemeinen nicht konform geht. Unterschiede wurden
z. B. bei der Atmung der Rattenhaut nach Thalliumvergiftung und
nach Thalliumazetat in vitro gefunden?.

Trotzdem kann der Wirkungsmechanismus Ahnlichkeiten aufweisen.
Es findet sich namlich eine Erhshung des R auch bei der endogenen
und exogenen Atmung nach in vivo-Wirkung auf die Zellatmung, z. B.
nach Diphtherietoxin® und Hypoxie?. Bei AF wurde sie (in mittlerer
Dosierung) anscheinend wegen zusitzlicher schidigender Wirkung der
Phosphatringerlésung auf das durch die Vergiftung verinderte Gewebe
nicht gefunden. Die Erhohung des R@ im endogenen Stoffwechsel
bedeutet Verbrennung "mobilisierten Substrates (KH), welche, wie das
berechnete Beispiel von AA 10~*m in bKR zeigt und wie es auch aus
Tabelle 1 fiir AA 10~ m ersichtlich ist, der Atmungserhéhung konform
geht. Aber auch in den Fillen, wo in KPR ein Qxy auvfscheint, ohne

Y Warren, J. biol. Chemistry 156, 559 (1944).

¢ Laser, Biochemic. J. 36, 319 (1942).

19 Thyresson, Acta Dermato-Venerol. 80, 417 (1950).

Y Benda, Locker und Rissel, Z. ges. exp. Med. 117, 559 (1951).
v Benda, Locker, Reisetbauer und Rissel (im FErscheinen).
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dall Gesamtsteigerung der Atmung resultiert, wie bei AA von 103 m
bis 105 m und bei AS von 10-2 m bis 10~* m, muB zelleigenes KH unter
dem EinfluB der untersuchten Substanzen den energieliefernden Reak-
tionen zur Verfiigung gestellt worden sein. Demgegeniiber wird durch
dieselben Konzentrationen, welche Mobilisation endogener Glukose be-
wirken, die Veratmung exogenen Zuckers gehemmt, durch AS 10~%m
45,5%, durch AF bei 10~*m sogar noch 1009, bei 10-5m 409,. Erst
durch AF 10— m wird eine &hnliche Férderung der Utilisation der vom
Medium zugefithrten Dextrose bewirkt, wie sie auch bei AA 10—*m
und 10~ m vorliegt. Die Allylverbindungen wirken daher in vitro in
hoheren Konzentrationen direkt hemmend auf die Fettverbrennung ein
(AF 102m in KPR, AS 102m in KPRG) oder direkt hemmend auf
die Verbrennung exogenen KH. In niederen Konzentrationen fordern
sie die Verbrennung endogenen Zuckers, in stdrkerer Verdiinnung auch
der exogenen Glukose, wobei es zu Gesamtzunahme der Atinung kommen
kann. Die Oxydation des zelleigenen Fettes wird nicht gesteigert. Die
ausgeloste oder gefoérderte KH-Oxydation schrinkt dann den Fettanteil
an der Gesamtverbrennung in gleicher Weise ein, wie es bei der Ver-
wertung des zugefithrten Zuckers durch die unbeeinflute Hungerleber
geschieht. Der Befund, daB dieselben Konzentrationen, welche endogenes
KH mobilisieren, exogene Glukoseutilisation hemmen, liefle an ver-
schiedene Angriffspunkte im KH-Abbau denken, bedarf aber wohl
einer gesonderten Bearbeitung.

In der Hemmwirkung auf O,-Verbrauch und Fettverbrennung ver-
halten sich also die untersuchten Substanzen gleichartig; férdernd ist
am stirksten AA wirksam, welches auch zum Unterschied gegeniiber
den beiden anderen Stoffen exogenen KH-Verbrauch nicht hemmt.
AT ist ihm #hnlich, hat aber stirkere Hemmwirkung auf letzteren.

Fir die Steigerung kann vielleicht auch ein gewisser ,spezifischer
Substratverbrauch maBgeblich sein. N-Senféle, welche in vitro die endogene
Atmung und eine Anzahl von Substratveratmungen sémtlicher untersuchten
Gewebe hemmen?2, wobei z. B. Methyl-bis-(f-chlordthyl)-amin (MBA) sich
hinsjchtlich der Nierenatmung in Pyruvat um eine Zehnerpotenz in der

Konzentration toxischer als AS erweist, steigern die Oxydation von d,l-Alanin
durch Nierengewebe?3.

Zusammenfassung.
1. Nach Einwirkung von Allylalkohol, -Allylformiat und Allylsenfol

in vitro auf die Atmung von Leber (und Niere) hungernder Meerschwein-
chen wird eine im allgemeinen lineare Konzentrations-Wirkungsbeziehung

22 Gilman und Philips, Science (New York) 103, 409 (1946).
23 Barron, Bartlett, Miller, Meyer und Seegmiller, J. exp. Med. 87, 503
(1948).
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festgestellt. Die bei hohen Xonzentrationen auftretende Hemmung
tiberschreitet im Phosphatpuffer nicht 509, ; bei niederen Konzentrationen
von Allylalkohol und Allylformiat tritt eine im Einzelversuch deutlicher
als im Durchschunittswert aufscheinende Atmungssteigerung ein.

2. Die gleichzeitige Zunahme des RQ deutet auf Verbrennung wvon
Kohlehydrat hin, welches entweder in der Leberzelle selbst mobilisiert
oder vom exogenen Medium zur Verfiigung gestellt wird. Diese Kohle-
hydratverbrennung ist in niederen Konzentrationen fiir die Steigerung
der Gesamtatmung verantwortlich.

3. Die gleichen Konzentrationen, welche endogenes Kohlehydrat
verflighar machen, hemmen die Verwertung exogenen Zuckers.



