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; A m  (1. 1:istitut fur Orgnu.-cheiu, Ehrscliun:: d .  L-niversitiit Stockholiii. 
(13iigegmqeu ani 16. Novaiber  1042.) 

Die Einsiclit in die Rolle und Stellung, welche der prosthetischexi Gruppe 
in1 Enzymmolekiil zukoniint, hat  man walirend der Durchbruclisperiode 
der chemischen Richtung in der Enzyinforschung bei den H y d r o l a s e n  zii 
gewiniien gehofft'). Walirend diesen Bemiihungen niclit der gewiinschte 
Erfolg beschieden war, gelang es spater bei den D e h y d r a s e n ,  in giinstigen 
Fallen nicht nur das Gleicligenicht zwischen der prosthetischen Gruppe, 
der Codehydrase I (Cozyniase), uiid der Apodeliydrase zahlenmaI3ig zti be- 
stimnien, sondern auch 'den \~'irkungsinechanisiius dieses Coenzyiiis recht 
vollstaxidig zu beschreiben. Es konnte namlich gezeigt werden2)), dal3 die 
Cozymase als W a s s e r s t o f f i i b e r t r a g e r  fungiert. Zunaclist gelang uns der 
Nachweis, da13 die Cozyrnase, Co, unter Mitwirkung einer Apodehydrase 
RUS Alkoliol Wasserstoff aufnixiimt und dessen Deliydrierung zii Acetaldeliyd 
vollzieht, indeni die Cozyniase selbst in Dihydrocozymase, CoH,, iibergeht. 
Bald darauf ergaben sich auch die Mechanismen der Wasserstoffiibertragung 
durch Cozymase: Bei der Glykolyse und bei der alkoholischen Garung wird 
die Oxydoreduktion durch die Kopplung zweier Cozyniase-bedingter De- 
liydrasesysteme, eines Donator- und eines Acceptor-Systems, vermittelt, 
wahrend bei der Atmung die Reoxydation des CoH, durch ein Enzyni bewirkt 
wird,, den1 wiser Arbeitskreis den Nanien Diaphorase gegeben hat3). Die 
prosthetische Cruppe der Diaphorase ist ein Flavin-adenin-dinukleotid. 

Die im Tier- und Pflanzenreich auflerordentlich weitverbreitete Cozymase 
ist der unentbehrliche Erganzungsstoff fur eine grofle Reihe lebenswichtiger 
Dehydrasen, welclie in die Enzyrnsysteme des Kohlenhydratabbaus eingehen. 
Ihrer cheniischen Zusammensetzung nach hat sich die Cozymase, in welcher 
zuerst die Adenylgruppe nachgewiesen wurde4), nach ihrer Reindarstellung 
als Nicotinsaureamid-adenin-dinucleotid erwiesen6) ; auch die Natur der 
Pentosen ist nunniehr vollstandig aufgeklart : Es gelien 2 Rihosereste in 
die Cozymase eina). 

%u einer Totalsynthese dieses zentralen Stoffes ist der Tierkiirper keines- 
wegs befahigt, vielmehr mu13 ihrn - in irgendeiner Form oder Vorstufe - 
die Komponente Nicotinsaureaniid und wohl auch Adenin bzw. Adenylsaure 
zugefiihrt werden. Diese beiden Stoffe sind ihrer biologischen Rolle nach 

1) \.crgl. ISulcr,  Zusnrunienfass. Tortrag, U. 5.5, 3583 [I922]. Die a n  Hydrolnseu 
studierteri €Ieininungeu bezogen sich besonders nuf Scli~~ernietallsnlze (Euler  11. 

Wyrl,,ick, Ztschr. pliysiol. Chein. 121, 177 [1922]), sowie anf Aldehyde uud Atnine 
( E u l e r  11. J I y r b i i c k ,  Ztschr. pliysiol. Cheni. 125, 297 [1923]; J I y r b Z c k ,  Ztschr. 
physiol. Chclii. 158, 160 [192h!). 

?) E u l c r  11. A d l e r ,  Ztschr. physiol. Cheni. 238, 233 [1935]. 
3, At l l e r ,  E u l e r  11. ISe l l s t rom.  Ark. Kenii 3Xinernl.. Geol. Ser. LI. 12, Nr. 3s 

:lCJ37J. - E u l e r ,  Giiut l ier  11. Hnsse ,  Naturwiss. 26, 187 u.  676 [1938]. 
4, E u l e r  11. X y r b i i c k ,  Naturwiss. 17, 291 [1929]; Ztschr. physiol. Chein. 184, 

163 [1929!. 
5, E u l e r ,  A l b c r s  11. Sch lc i ik ,  Ztschr. physiol. Cheni. 234, 1 [1935j; 9.10. 113 

:l936j. 
'j) ISuler,  K n r r e r  u.  I'steri., I-Ielv. chim. Acta 95, 323 [194.2]. 
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Vitamine');  man zahlt sie der Vitamin-B-Gruppe zu*)). Grade  darin lie& 
- ganz oder im wesentlichen - die Bedeutung dieser beiden Vitamine, 
da13 sie das Material zum Aufbau von Coenzymen liefern. Die Adenylsaure 
geht, wie erwahnt, nicht nur in die Cozymase ein, sondern auch in die pro- 
sthetische Gruppe der Diaphorase, deren andere Komponente, das Ribo- 
flavinnucleotid, durch das Vorkommen des Riboflavins, des Vitamins B,, 
in der Zelle bedingt ist. Dasselbe wird, wie H. Theore l l  gezeigt hat, vor 
seiner weiteren biologischen Verwendung phosphoryliert. 

Da13 ini allgemeinen die Vitamine - meist nach Umwandlung im Tier- 
korper oder uberhaupt in der lebenden Zelle - als Coenzyme bzw. als pro- 
sthetische Gruppe von Enzymen fungierenp), kann nunmehr wohl als sicher- 
gestellt betrachtet werden. 

Die neuen Ergebnisse iiber den Wirkungsmechanismus der durch 
D omagks  Entdeckung in die Therapie eingefuhrten Sulfonamide haben 
nun eine Reihe von neuen Fragen aufgeworfen, die mit dem Aufbau der 
Coenzyme aus den Vitaminen sowie mit der Funktion der Coenzyme in 
Zusamrnenhang stehen. 

Die Tatsache, da13 das Bakterienwachstuin durch Sulfanilamide gehemmt 
wird, erhielt eine wichtige biochemische Unterlage durch die Ergebnisse 
von Woods und Fildes'O), aus denen hervorging, dafl diese Wachstums- 
hemmung durch p-Amino-benzoesaure aufgehoben werden kann, welche 
bald darauf aus Mikroorganismen isoliert und als Wuchsstoff erkannt wurde 
(Rubbo und Gillespie'l); K u h n  und Schwarz12)). 

Die Kenntnis dieses bemerkenswerten Antagonismus wurde dann er- 
weitert durch die quantitativen Messungen an Streptobacterium plantarum 
(Moller und S ~ h w a r z ~ ~ ) )  unter der Einwirkung von Sulfanilsaure und 
p-Amino-benzoesaure. Aus diesen Versuchsergebnissen berechnete K u  h n  
nach dem Massenwirkungsgesetz die Affinitat der p-Amino-benzoesaure und 
der Sulfanilsaure zu dem bindenden Protein der uritersuchten BakterienI4). 
Er  zog aus diesen Ergebnissen den Schlu13, da13 es sich um eine Verdrangungs- 
reaktion zwischen Wuchsstoff und Hemmstoff handelt. Es war nach 

7)  Vitaminwirkung des Nicotinsaureamids: E u l e r ,  ' Malmberg ,  H e i w i n k e l  u. 
S c h l e n k ,  Ark. Kenii, Mineral., Geol. Ser. B. 12, Nr. 39 [1937]; Naturwiss. 26, 45 [1938]. 

8)  Iki  neuen, in dieseni Institut durchgefiihrten Wachstumsversuchen an Ratten 
w tirden 31s Tagesbedarf angenomnien : 30 y Nicotinsaureamid und 20 y Adenylsaure 
(Ztschr. physiol. Chem. 276, im Druck [1942]). 

9) E u l e r .  Nord. med. Tidskr. 1934, 1696. 
10) Meet. biochem. SOC. Sheffield Febr. 1940; 

11) Nature [London] 146, S38 j19401. 
12) B. 74, 1617 [1941]. 
'3) I3. 74, 1612 [1941:. 

Woods ,  Brit. Journ. exp., Pathol. 
21, 74 [1940]. 

N.icli Versuchen dieses Instituts ist die Verzogerung des Wachstunis unserer 
Cnterliefe, wslche etwa 1 y p-Ainino-benzoesaure je g Trockenhefe enthiilt, durch 10-IOOy 
Sulfapyridin nur geritig ; erst durch 1 mg Sulfapyridin je ccin Nahrlosung wurde die 
\Vachstumsgeschwindigkcit der Hefe auf etwa die Halfte herabgesetzt. Die Tatsache. 
daI3 die p-Ainitio-benzoesaure erst durch g r o k  Uberschiisse von Sulfanilsiiure-Derivaten 
a m  ihrer Bindung verdrangt wird, steht mit den an Streptobacterium plantarum get 
wonnenen Affinitatskonstanten in cbereinstimmung. 
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Kuhnl6) ,,am einfachsten anzunehmen, da13 es in den Bakterien ein spe- 
zifisches Protein oder einen Receptor gibt, der in umkehrbarer Weise sowohl 
mit der Carbonsaure als auch niit der Sulfonsaure sich vereinigt". Die p-Amino- 
benzoesaure ist danach ,,Baustein oder prosthetische Gruppe eines Ferments 
der Bakterienzelle" 16). 

Es ist nun aber auch denkbar, dal3 die p-Amino-benzoesaure niclit als 
solche wirksam ist, sondern erst nachdem sie zu einem neuen, als Coenzyni 
fungierenden Molekul aufgebaut worden ist. In  dieseni Falle konnte die 
,,Antivitamin"-Wirkung auch darin bestehen, da13 der Hemmungsstoff die 
p-Amino-benzoesaure von demjenigen Enzymsystem verdrangt, welches 
den Aufbau zum Coenzym bewirkt. 

Die Frage, a n  welchen enzymat i schen  Systenien der Hemmungs- 
stoff als Antivitamin in Konkurrenz mit dem als Wuchsstoff fungierenden 
Vitamin eintritt, ist bis jetzt noch in keinem Falle beantwortet worden. 
Sie mul3te an i so l ie r ten  Enzymsys temen  angegriffen werden"). 

Was iiberhaupt Art und Stellen der Verdrangungen an Enzymniolekulen 
betrifft, so ist zu einer eingehenden Besprechung der Systematik der Hem- 
mungs- und Inaktivierungsvorgange an Enzynisystemen hier nicht der 
Raum. Es seien also nur kurz die Haupttypen der Verdrangungsvorgange 
gekennzeichnet . 

In eineni System mit abdissoziierbaren Coenzymen besteht eine reversible 
Bindung des Apoenzyms sowohl zum S u b s t r a t  als auch zum Coenzym. 
Das reaktionsvermittelnde Molekiil Substrat-Apoenzym-Coenzym, welches 
die GroBe der Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt, lal3t zwei Moglichkeiten 
einer Verdrangung aus der Bindung an Apoenzym offen, namlich 1) des 
Substrates und 2) des Coenzynis. 

Dazu kommen noch 3) Blockierungen der Wirkungsgruppe des Coenzyms 
und 4) Inaktivierungen nicht naher definierter Art, etwa Besetzungen solcher 
Atomgruppen, welche irgendwie die spezifische Reaktionsfahigkeit des 
reaktionsvermittelnden Molekiils beeinflussen. 

Unter diesen Verdrangungen spielen besonders diejenigen durch Sauren 
und Basen eine grol3e Rolle. 

Z u r  Verd rangung  der  Cozymase in  Dehydrasesys temen.  
Das Problem der Reaktionshemmungen bei Einwirkung eines Anti- 

vitamins auf ein Vitamin haben wir an Enzymen angegriffen, deren Kom- 
ponenten genau bekannt sind, namlich an Dehydrasen .  Wie einleitend 
erwahnt, enthalt die Codehydrase I (wie auch die Codehydrase 11) das Vitamin 
Nicotinsaure, und es lag nahe, die Wirkungsweise eines ,,Antivitamins" 

15)  K u h n ,  W i e l a n d  u .  M o l l e r ,  13. 74, 1605 [1941]; K u h n ,  Die Chelnie 55. 1 

l a )  Siehe A u h a g e n ,  Ztschr. physiol. Chein. 274 (Horlein-Festschrift) ,  48 [1942]. 
17) Heniniende Wirkungen der Sulfonarnide sind allcrdings an inehreren Enzynicn 

in vitrogefunden worden, fiiimlicli an Katalase. ferner an Kohlensaureanhydrase (Mann  u. 
K e i l i n .  Nature [London] 146,164 [1940], 1,ocke. Ma in  u. Me l lon ,  Science [Ncw Yorkj 
93, 66 [1941]) und an Cholinesterase (Ze l l e r ,  Helv. chini. Acta 25, 216 [19+2]). Ubcr den 
Meclianismus dieser Hetnmungen is t  aber nocli nichts bekanntgeworden, was zur Klarung 
des hier behandelten Problems beitragen konnte. Auf die Moglichkcit, da13 Sulfanilamid- 
Wirkungen an Metall-Komponenten von Enzymen ansetzen, kommm wir nn anderer 
Stelle noch zuriick. 

:.19+2], 
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an Beispielen \vie Nicot  i n sau r  e-  P y r  id i  nsul  f onsaure ,  die an lebenden 
Zellen vielfach untersucht worden sind, i m is01 ier t e n D e h y dr  a ses  y s t e m 
zu studieren, besonders hinsichtlich der Frage, ob und in welchem Grade 
der Hemmstoff (das Antivitamin) schon in den Aufbauvorgang der Coenzyme 
eingreift . 

Allerdings ist der Antagonismus Nicotinsaure-Pyridinsulfonsaure an 
lebendem Material noch nicht sichergestellt, vielmehr liegen hier, wie schon 
in vorhergehenden diesbeziiglichen Mitteilungen aus unserem Arbeitskreis 
hervorgehoben wurdels), Widerspriiche vor, welche bis jetzt noch nicht 
aufgeklart werden konnten. 

Zanlchst strllte Mc I lwa i i i  IB) an Staphylococcus aiireus. Protcus vulgaris und 
Ihcterium coli starke Wachstunisheruinungeri durch Pyridinsulfonamid bzw. Pyridin- 
sulfoiislure in Gegenwart von Nicotinsiiure fest ,  nnd diese positiven Ergebnissc w r d e n  
kiirzlich von E r l e n n i e y e r  und WiirglerZO) an Proteus vulgaris rnit Pyridinsulfonsaure 
bestiitigt und durch den Nachweis einer Bnthemmung rnittels Nicotinsaureamids erganzt. 
I m  Gegensatz hierzu konnten Lmof f urid Mitarb. 21) in einer vorangegangenen Arbeit 
an I'roteus vulgaris keirie Wachstunisheiiimung durch Pyridinsulfonaniid nachweisen. 

W e s t  und C o b  urnZ2) beobachteten eine Wachstumshenimung an Staphylococcus 
haemolyticus durch Sulfapyridin, und wollen diese Hcinrnung als eine Verdrangung der 
Codehydrase I und I1 durch den Pyridinanteil des Sulfapyridins auffassen ; nach ihren 
Angaben enthemmten Codehydrasepriiparate, nicht aber Nicotinsaureamid. Diesen 
Befund konnte indessen G. I v  BnovicsZ3) nicht bestatigen. 

Dorf  m a n  und Mitarbb. z4)  konntendie Atmung an Dysenteriebazillen, die in nicotin- 
saureamidarmem Xediuni geziichtet waren, durch Zusatz von Nicotinsaureaniid steigern, 
und diese Atmungserhohung durch Zusntz von Sulfapyridin. niclit aber von Sulfanilamid, 
liemruen. I n  der oben zitierten Arbeit roil A d l e r ,  E u l e r  u. S k a r z y n s k i  wurden 
Dorf  m a n s  Befunde so gedeutet, daR der Pyridin-Anteil in den Hemniungsstoffen das  
Nicotinsaureaniid VOII deinjenigcn Enzym bzw. von denjenigen Enzyrnen verdrangt, 
die dcn Aufbau des Dinucleotids aus Nicotinsaureaniid rollziehen, so dalj die Hemniung 
nicht oder nicht nusschliel3lich in einer Coenzpm-, sondern in einersubstrat-Verdrinpng 
bestchcn wiirde. 

In einer vor kurzeiii erschienenen Arbeit teilen Rloller und Birkofer26) mit, da13 
sie an ihren Proteus-Stammen :nit Pyridinsulfonsaure urid deren Amid erst  bei relativ 
hohen Konzentrntionen Herntmingen erreichten. Ihre zahlreichen, bemerkenswerten 
Beobnchtungen konnten sie nicht in1 Sinne eincs einfachen Antagonisnius zwischen 
Nicotin'saurc bzw. Nicotinsiiureaniid nnd Pyridinsulfon;!niid deuttn.  

Gegeniiber allen diesen Versuchen an lebenden Mikroorganismen be- 
deutet eine in vitro durchfiihrbare Untersuchung eine wesentliche Ver- 
einfachung und eine Konstanthaltung der Versuchsbedingungen. Insbesondere 
kann n u  von solchen in vitro-Versuchen die Entscheidung der Frage erwartet 
werden, ob eine gegen Nicotinsaure gerichtete Hemmung durch ein spe- 
zifisches ,,Antivitamin" schon be im Aufbau  dieses Vitamins zum Coenzyin 

l a )  E u l e r ,  A h l s t r o t n ,  S a b e r g  11. W a l l e r s t r o m ,  Ark. Kemi, Mineral. Geol. 
Ser. n .  16, Nr. 2 [1942]; A d l e r ,  E u l e r  11. S k a r z y n s k i ,  ebenda 16 A, Nr. 9 [1942]. 

lB) Brit. Journ.  esp. Pathol. 21, 136 [1940]. 
ao) IIelv. chim. Acta 25, 249 [1942]. 
11) Ann. Inst .  Pasteur 67, 9 [1941]. 
*2) Journ. esp. Medicine 72, 91 [1940]. 
9 Ztschr. Ilntnunitatsforsch. cxp. Therap. 101, 58 [1941]. 
24) D o r f m a n ,  R a c e  11. K o s e r ,  Journ.  biol. Cheni. 140, Proc. X X X I I I  [1941]. 
25) R.  75, 1118 119421. 

. - -. -. .- 



v. Euler:  Coenzyme und Hemmstoffe; [Jahrg. 75 
_ _  ~ ~- 

1880 

eingreift, oder ob das Coenzym aus seiner Wirkungsstelle am Apoenzym 
verdrangt wird. 

Letztere Alternative, eine Verdrangnng der Cozymase aus ihrer Bindung 
mit einer Apodehydrase, kann leicht gepriift werden, indem man die wasser- 
stoffiibertragende Wirksamkeit einer Cozyniase-bedingten Dehydrase nach 
Zusatzen des Hemmungsstoffes mifit. Der Nachweis einer Hemmung des 
Cozymase-Aufbaues erfordert zwar eigentlich die Verwendung des dabei 
wirksamen isolierten Enzynis. In erster Annaherung geniigt es aber, ein 
System, das Dinucleotide abbaut, z u  solchen Versuchen heranzuziehen. 

Wir haben bis jetzt ntir die Verdrangung der Cozyniase experimentell 
untersucht und dazu zweierlei Dehydrasen benutzt : 1) eine tierische Glucose- 
dehydrase, dargestellt nach QtiibellZ6), 2)  eine Milchsaiuredehydrase, die 
aus Herzmuskel nach der Vorschrift von Boyland  hergestellt war. 

Die Beeinflussung der Dehydrasegeschwindigkeit haben wir ini T h  u n - 
berg-Versucli gepriift. Bei dieser Methodik liegt ein Enzyiiisysteni vor, 
bei dem die Cozyniase in Verbindung niit zcvei Enzynien steht, der Apo- 
dehydrase und der Diaphorase, so daB eine niiigliclie Verdrangung an beiden 
Stellen einsetzen kann. Eine getrennte Beobachtung der beiden Reein- 
flussungen la& sicli spektrophotometriscli tlurchfiihren, woriiber spater 
naher berichtet wird. 

Beide Dehydrasen wurden durch Zusatze der I’yridinsulfoiisaure, ihres 
Amids und dessen Jodmethylats, sowie ini AnschluB daran durch Zusiitze 
von strukturahnlichen Stofferi gepriift. Von den Heminstoffen wurden 
Pyridin-p-sulfonsaure, ihr Anlid und dessen Jodnietliylat nach Mache k 
dargestellt, Xicotinsatire-jodniethylat nach Y .  Ka r r er  und Mitarbciter27). 

Z u  r 31e t l i  od i k : Die L) c h ycl r i  r r u  n g s g e  s cli w in  t1 i g kvi trn wurdcii n:tcli dcr 
3Ictliylcnblai~-JLrthotle von Thun b e r g  - Ali l g r e n  gvniesscn. Z u  den gcrcinigtrn Dchy- 
drasen wurrlcn ribgemogenc JIengcn reinstcr Cozynase zugesetxt. Die Wnsserstoffiibcr- 
trngung nuf 3Lethylenbl:ru wurde durch Ziisiitze voii F1:ivincnxyni odcr I k p h o r a s c  auf 
optiinalc Gesclirviiidigkeit gcbrncht. 

Aus den direkt nbgelesenen EntfHrbuiigszciteri n u r d c  die prozentische I I e i ~ ~ n ~ u n ~  
bcrcchiict, bczogen auf die ohne Ilemmstoff erlialtcnc ~ll tfrirbuligsgescli~~iiidi~keit .  
wobci bci dcr Glucosedehydrasc wcgcii der EntfHrbung diircli die 13igensubstrntc korrigiert 
wurde. Ziir Ikrechnung dcr prozcntisclicn Henirtiung dientc die Fornicl: 

Hier bedeutet: T Bntfarbungszcit mit Glucose, To oltne Glucose, t mit Glucosv, 
init Heninistoff, to ohne Glucose, rnit Hernmstoff. 

z6) Ztsclir. physiol. Chem. 251, 102 [1930]. Die durch Glucosedehydrasc kntnly- 
sierte Rcaktion: Glucose + CoI + Gluconsaure + CoH,I ist nicht umkehrbar, so daB 
init rel. klcinen CoI-JIengen gut  nieBbare Dehydrierungen erreicht werden. Dadurcli 
kiiiincn durcli rel. kleine Meiigen des Hcnimstoffrs Verdraingungswirkungeli deutlicl~ 
liervortretcn. 

*’) FIelv. chini. Actn 19, 826 [1936]. 
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H-mmungen durch Adenosin, Adenosin-Derivate und einige andere Stoffe wurden 
auch im zel l f re ien S y s t e m  d e r  a lkohol i schen  G a r u n g  durch Messung der je 
Zeiteinheit entwickelten Kohlensaure studiert. Die Garungsmischungen (2.4 ccm) ent- 
hielten bei jedem Versuche 400 m,o durch Auswaschen von Cozymase befreite Apozymase, 
welche dann durch 30 y Cozymase aktiviert wurde, 100 mg Glucose, Phosphatpuffer und 
eine kleine Menge Hexosediphosphat (zur Verkiirzung der Induktionsperiode). Der 
Kaumvsparnis wegen werden hipr nicht die Garungskurven angegeben, sondern nur die 
daraus entiiommenen Werte fur c a n  C0,/60 Minuten. 

Beschreibung der Versuche. 

Wir fiihren unsere Versuchsergebnisse im folgenden in Abbildungen und 
Tafeln an. Abbild. 1 zeigt die Hemmung der M, i lchsauredehydr ie rung  
bei konstanter Cozymase-Konzentration und steigenden Mengen P y r  i d in  - 
su l fonsaure .  

I I I I I  

7 2 3 4 5 6  
Hemmatoff x 10-' Molll 

-4bbild. 1. Henimung -2r X i l c h s a u r e d e h y d r i e r u n g  t - ~ l r c h  P y r i d i n - s u  
saure-(3) (0-0) u n d  Sa l icy lsaure  i x - x  . 

o n -  

Reaktionsmischung : 0.25 ccm 0.5-nioZ. d,Z-Na-lactat; 0.5 ccm Enzydosung (ent- 
haltend Lactico-apodehydrase + Diaphorase) ; 50 y Cozymase; 0.25 ccm 0.5-mol. 
Phosphatpuffer, p~ 7.6 i 0.5 ccm MEthylenblau 1 : 5000; pyridin-sulfonsaures- ( 3 )  bzw. 
salicylsaures Na in steigender Menge; jeder Ansatz mit Wasser auf 2.5 ccm erganzt. 
Thunberg-Methodik. Temp. 370. Konzentration der Cozynlase in der Reaktions- 
niischung 3 x Mol/l. 

Der Nachweis, daB es sich hier um eine Verdrangung der Cozymase 
und nicht um Hemmungen anderer Art handelt, wurde in der Weise erbracht, 
daB eine Wiederaufhebung der Hemmung durch steigende Mengen Cozymase 
eintritt. W e  theoretisch zu erwarten war, tritt bei geniigender Cozymase- 
Konzentration eine konstante Entfarbungszeit ein, die sich bei weiterem 
Cozymasezusatz nicht mehr andert, und diese wird auch in Gegenwart des 
Hemmstoffes erreicht (Abbildd. 2 und 3). Der gleiche Nachweis wurde 
an  drei weiteren Substanzen gefiihrt, die sich ebenfalls als Hemmstoffe 
erwiesen hatten. Wir sehen von der Mitteilung der Hemmungs- und Ent- 
hemmungskurven ab und geben nur in Tafel 1 die fiir ein bis zwei Kon- 
zentrationen geltenden Hemrnungen der Reaktionsgeschwindigkeiten an. 
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Min. I I 

. 

L l  I !  I ' 1  ' 1 1  
3 6 9 f2 75 f8 21 24 27 3n 

Coz ymose fa -5 Moi/i 
Abbild. 2. A b h a n g i g k e i t  d e r  P y -  
r i d  i 11 - su 1 f o n s Bu r e - (3)- H e  1x1 n ~ u  n g 
voii d e r Co z y m  a s e  - Kon z e  11 t r a - 

Abbild. 3 .  A b h a n g i g k r i t  d c r  P y r i d i i i -  
sli I f  on s a u  r c - ( 3 )  - H e  in 111 u n g v o n  d e r  

C o  z yrti a se  - Kon ze  n t r  a t i  on.  t i o n .  
C: l u  cose d e h y d r a s e  aus Kinder- M i l c h s a u r e d e h y d r a s e  aus Herzniuskcl; 
leber ; Pyridinsulfonsaure-Kollzelltra- 
tiori 2 x hlol/Z; 0.5-mo2. Glucose 
als Substrat, iibrige Zusatze wie zu 

Abbild. 1. 

0 . 5 - m o ~ .  Lnctat als Substrat. 

Die Zusarnmensetzung der Reaktionsmischung entsprach im wesentlichen 
Die Konzentration der Cozymase in der der zu Abbild. 1 angegebenen. 

Versuchsmischung betrug in den Versuchen Nr. 3, 6, 7, 13 und 14 1.5 x 

- - 
Vers. 
Nr. 

- 
1 
2 
3 
4 
5 
G 
7 
8 
9 

10 
11 
12  
1 3  

* 14 

Tafel 1. He  I I ~ I I I I I  11 g d e r G lucose  - b zw. Mi 1 c h sau r e d  e h y d  r a  se. 
~- 

Zugcsctzt- Substanz ' Heniniuiig der 

Glucose 

Milchs aurc 
Glucose 

-Milchsaure 

Gl11cose 

M ilchsaure 
Glucose 

Milchsaure 

I Nicotinsaure 
j 

Nicotinsaureamid ' 

Pyridiri-~ulfonsBure-(3) 

Hetizolsulfotisaurc 

1.3 x lo -*  
2.6 x 
2.0 x 10-2 
1.3 x 1 0 - 2  
2.6 x l o -*  
2.0 x 10-2 
4.0 x 10- 
1.7 x 10-2 
2.0 x 10 - 2  

2.0 x 10- '' 
1 .0 x 1 0 - 2  
2.0x10-2 
2.0 x 10-2 
4.0 x 10-2 

I 5 2  
i 8  
38 
26 
3 6 
16 
27 5 
36 
42 
47 5 
' 8  
32 
27 5 
54 

I 

Moll,?, in den iibrigen Versuchen 3 x 10-5 Mol/l. Soweit die zugesetzten Stoffe 
Sauren waren, wurden sie in Form ihrer Natriurnsalze verwendet. 

Des weiteren ist eine grooe Anzahl anderer Hemmstoffe gepriift worden. 
Die Tafel 2 enthalt die Versuche 1-8 mit Pyridin-Derivaten. Pyridinsulfon- 
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- 
~ 

Vers. 
Nr. 

- 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 

39 
40 

41 
42 

43 
44 
45 
46 
47 

Taft.12. H e m m n n g  d e r  G l u c o s e -  bzw.  M i l c h s a u r e d e h v d r a s e .  

1 Zugesetzte Substanz 
Dehydrase I - - - -  Konzentration in dei 

- - ._ - - 

Name 1 Versuchsmischung 
I Mali2 

Herxiniung der 
Dehydrierungs- 
geschwindigkeit 

o/, 

Glucose 
hIilchsaure 

Glucose 
Milchsaure 

Glucose 

I Trigonellin I 

Pyridin-sulfonsaure- (3)-ainid 1 

Aderxnin 
Nicotinsaureamidjodniethylat 
Pyridinsulfonamidjodmethylat 

Rlilchsaure 

Glucose 
Milchs :lure 

Glucose 
Milchsaure 

Glucose , 
Milchsaure 

I 
1 

R?nzo:siiure 

Ilenzaniid 

p-.4tnit1o-bc1i~oesBurt.. 

~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ i i t i o - b c ~ i z o c s i i ~ i r c  

Snlicylsiiiire 

Salicylaniitl 

Sulfanilsatire 

Sulfanilamid 
Sulfapyridin 

Phenol 

Xssigsaure 
Sc h wefels Bur e 

Adenin 
Adenosin 

A~ciiosin-3-phospliorsiiure 

Glucose 
Milchsaure 

1 Adexiosin-5-triphospl1orshurc. 

i Tetranucleotid a r s  Hefe- 
! 

nucleinsaurc 

Tetranucleotid aus T1:yxnus- 
nucleinsiiure (B r edc- r e c k) 

Tetranucleotid aus Thymus- 
nucleinsiiure (F .  G. F i s c h e r )  

Aneur in 

Cocarboxylase 

4.0 x lo-? 
4.0 x lo-? 
1.5 x lo-? 
2.0 x 10-2 
4.0 x lo-? 

2.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
4.0 x lo-? 
1.6 x lo-?  
3.2 x 
2.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
4.0 x lo-? 
2.0 x 10-2 
4.0 x lo-* 
2.0 x 10-2 
4.0 x 
1 . 6 ~  
3.2 x 
2.0 x 10-2 
4.0 x 
gesattigt 

2.ox lo-' 
4.0 x lo-* 
2.0 x 1 0 - 2  
2.0 x 10-2 
gesattigt 
1.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
1.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
1.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 

0 . 1 3 ~  lo-?  
0.26 x lo-' 

0.13 x 
0.26 x lo-* 

0.13 x lo-* 
0.26 x lo-* 
2.0 x 10-2 
1.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 
2.0 x 10-2 

0 
0 

10 
20 
50 
75 
0 

18 
21 
24 
47 
22.5 
46 
70 
50 
83 
27.5 
43 
72 
84 
50 
72 
38 
48 
29 
50 
28 
44 
0 
0 

38.5 
GO 
72.5 
49 
57.5 
35 
46 

55 
55 

49 
61.5 

13.5 
13.5 
0 

29 
38.5 
0 
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amid hemmt etwas schwacher als die freie Saure; die Jodmethylate des 
Nicotinsaureamids und des Pyridinsulfonamids zeigen sehr geringe Hem- 
mungen. Ebenso hat sich Trigonellin als nicht hemmend erwiesen. Adermin 
hemmt sehr stark. An diesen wie an den anderen in der Tafel 2 aufgefiihrten 
Stoffen ist noch nicht untersucht worden, ob eine Cozymase-Verdrangung 
vorliegt oder nicht. Sicher ist schon, da13 nicht alle in Tafel 2 aufgefuhrten 
‘Hemmstoffe Cozymase verdrangen, z. B. konnte fur Salicylsaure (vergl. 

~ _ _ _  

% 901 

Hsmmsfoff x lo1  Moll1 

u n d  Adenosin-3-phosphorsaure (0-0) . 

Abbild. 1) sowie fiir Adenosin und Hefeadenylsaure (Adenosin-3-phosphor- 
saure) (vergl. Abbild. 4) eine Enthemmung durch steigende Cozymasemengen 
nicht nachgewiesen werden. 

Im iibrigen sieht man, daI3 sich spezifische Einflusse wenig geltend 
machen ; an heterocyclischen und aromatischen Carbon- und Sulfonsauren 
treten Hemmungswirkungen deutlich hervor. 

Es ware zu erwarten gewesen, da13 Adenin-Derivate wie auch die Tetra- 
nucleotide%) eine itarke Verdrangung der Cozymase bewirken ; tatsachlich 
wurden nur durch Adenosin und Adenylsaure starke Hemmungen erzielt, und 
zwar werden dieselben auch bei der Apozymase-&rung gefunden ; uber- 
raschender Weise scheinen diese Hemmungen nicht auf einer Cozymase- 
Verdrangung zu beruhen ; weitere Versuche sollen in dieser Hinsicht noch 
ausgefuhrt werden. 

Gegen die Auffassung einer Cozyniase-Verdrangung bei vielen der in 
Tafel 2 angegebenen Hemmstoffe sprechen unsere neuen Versuche, wonach 
auch die Bernsteinsauredehydrase, die bekanntlich in ihrer Wirkung von 
der Cozymase unabhangig ist, durch Stoffe nie SalicylsaureZ9), aber auch 
durch Adenylsaure gehemmt wird. 

Abbild. 4 .  H e m  mu n g d e r X i  1 c 11 s ii u red e h yd r i e rii n g d 11 r c h Aden o si n ( x - x ) 

Reaktionsniischurig analog dcr zu Abbild, 1 angegebenen. 

**) Adenosin und Hefeadenylsaure verdanken wir der Firnia F. Hoffniant l -  
La Roche ,  Basel. Fur die Uberlassung kleiner Tetranukleotidmeugen bin ich den HHrn. 
Kollegen H. Bredereck ,  Jena, und F. G .  Fischer ,  Wiirzburg. zu Dank verpflichtet. 

Is) S .  MQhlen ,  Skand. Arch. Physiol. 53, 152 [1927]; Col le t t  u. Mitarb., Journ. 
biol. Chem. 100, 371 [1933]. Wie I v a n o v i c s  (Ztschr. physiol. Chem. 276, 33 [1942]) 
kurzlich gezeigt hat, wird die Synthese der Pantothensaure in der Bakterienzelle durch 
Salicylsaure gehemmt. 
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Auch bei der Apozymase-GLrung murden niit den bei der Beschrcibung der 
Yethodik erwahnten Versuchsbedingungen Hetnniungen von gleicher GroDenordnung 
beobachtet wie in Dehydrase-Systemen. Ohne hier auf die Art und Konzentrations- 
funktion dieser Hemmungen einzugehen. geben wir nur einige diesbeziigliche Ergebnisse an. 

~~~ ~~ ~~~~~~~ 

Konzentration des Zusatzes yo H e m u n g  der 
Zusatz 

. im Garungsgemisch C0,-Entwicklung/Stunde 

Trigonellin . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Adenosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cocnrboxylase . . . . . . . . . . . . . . .  
Zinitalclthyd . . . . . . . . . . . . . . . .  

.4denosin-3-phosphat.. . . . . . . .  ~ 

I 12 
1 

3 x 10-3 45 
5 x 10-3 47 

15 2 x 10-2 
5 x 10-4 60 

2 x 10-3 

I 

Die hier an einigen Beispielen behandelten Hemmungen, Enthemmungen 
und Verdrangungen sind nicht nur von reaktionskinetischem Interesse. 
Beeinflussungen von Coenzymbildungen aus Vitaminen und verwandte 
Vorgange durften fur die Regulierung der Lehensvorgange in den Zellen 
von wesentlicher Bedeutung sein. 

Bis jetzt hat sich an einigen Systemen gezeigt, daa, besonders im Fall 
der Pyridinsulfonsaure, Hemniungen am Dehydrasesysteni eintreten, welche 
sich als Verdrangung von Cozymase deuten lassen. Es ist deshalb moglich, 
daR die an Mikroorganismen beobacliteten Wachstumshemniungen ebenso 
aufgefal3t werden konnen. Dennoch bleibt die Moglichkeit durchaus offen, 
daR die \X7irkung der Pyridinsulfonsaure im Auf bau  der Cozymase einsetzt. 
Weitere Versuche an isolierten Enzymsystemen werden zeigen, in welchem 
Grade dieser Hemmungsmechanismus eine Rolle spielt. 

258. Paul  Pfeiffer und Heinrich Jager:  Halochromie nitrierter 
Thiophenolather . 

[Aus d. Cheni. Institnt Bonn.] 
(Eingegangen am 16. November 1942.) 

Als wir bei einer Untersuchung uber aromatische Sulfone und Sulfonsauren 
den nitrierten Thiophenolather I darstellten, machten wir die Beobachtung, 
dal3 er eine sehr charakteristische Farbreaktion mit konz. Schwefelsaure gibt. 
Wir haben uns diese Halochromieer,scheinung etwas naher angesehen. 

Man erhalt den Thiophenolather recht bequeni ausgehend vom 3-Nitro- 
6-amino-toluol(II) l) ,  indem man das Amin in das 3-Nitro-6-rhodan-toluol (111) 
iiberfuhrt2) und dieses mit methylalkoholischer Kalilauge behandelt. Es ent- 
stehen so zwei Produkte, der oben erwahnte 4-Nitro-2-methyl-thiophenol- 
niethylather (I) und das Mercaptan IV, welches sich mit Ferricyankaliuni glatt 
zum Disulfid V oxydieren lalit. Aus den1 Disulfid wurde mit rauchender 

1) Diese Verbindung wurde uns liebenswurdigerweise von der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Leverkusen, zur Verfiigung gestellt. 

2, Siehe zu dieser Verbindung Fr. Chal lenger  11. A. Th.  P e t e r s ,  Journ. chem. 
Soc. London 1928, 1364. 




