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“Aus d. Lastitut fiir Organ.-chem. Forschung d. Universitit Stockholm.’

(Fingegangen am 16. November 1942)

Die Einsicht in die Rolle und Stellung, welche der prosthetischen Gruppe
im Enzymmolekill zukonunt, hat man wihrend der Durchbruchsperiode
der chemischen Richtung in der Enzymforschung bei den Hydrolasen zu
gewinnen gehofft!). Wihrend diesen Bemiillungen nicht der gewiinschte
Erfolg beschieden war, gelang es spiter bei den Dehydrasen, in giinstigen
Fillen nicht nur das Gleichgewicht zwischen der prosthetischen Gruppe,
der Codehydrase I (Cozymase), und der Apodehydrase zahlenmifllig zu be-
stimmen, sondern auch 'den Wirkungsmechanismus dieses Coenzyms recht
vollstindig zu beschreiben. Es konnte nidmlich gezeigt werden?), dall die
Cozymase als Wasserstoffiibertriager fungiert. Zunichst gelang uns der
Nachweis, daB die Cozymase, Co, unter Mitwirkung einer Apodehydrase
aus Alkohol Wasserstoff aufnimmt und dessen Dehydrierung zu Acetaldehyd
vollzieht, indem die Cozymase selbst in Dihydrocozymase, CoH,, iibergeht.
Bald darauf ergaben sich auch die Mechanismen der Wasserstoffiibertragung
durch Cozymase: Bei der Glykolyse und bei der alkoholischen Girung wird
die Oxydoreduktion durch die Kopplung zweier Cozymase-bedingter De-
hydrasesysteme, eines Donator- und eines Acceptor-Systems, vermittelt,
wihrend bei der Atmung die Reoxydation des CoH, durch ein Enzym bewirkt
wird, dem unser Arbeitskreis den Namen Diaphorase gegeben hat3). Die
prosthetische Gruppe der Diaphorase ist ein Flavin-adenin-dinukleotid.

Die im Tier- und Pflanzenreich aullerordentlich weitverbreitete Cozymase
ist der unentbehrliche Erginzungsstoff fiir eine groBe Reihe lebenswichtiger
Dehydrasen, welche in die Enzymsysteme des Kohlenhydratabbaus eingehen.
Threr chemischen Zusammensetzung nach hat sich die Cozymase, in welcher
zuerst die Adenylgruppe nachgewiesen wurde?), nach ihrer Reindarstellung
als Nicotinsiureamid-adenin-dinucleotid erwiesen®); auch die Natur der
Pentosen ist nunmehr vollstindig aufgeklirt: Es gehen 2 Ribosereste in
die Cozymase einf).

Zu einer Totalsynthese dieses zentralen Stoffes ist der Tierkdrper keines-
wegs befdligt, vielmehr muf ihm — in irgendeiner Form oder Vorstufe —
die Komponente Nicotinsdureamid und wohl auch Adenin bzw. Adenylsiure
zugefiihrt werden. Diese beiden Stoffe sind ihrer biologischen Rolle nach

1) Vergl. uler, Zusammenfass. Vortrag, B. §a, 3583 [1922]. Die an Hydrolasen
studicrten Hemmungen bezogen sich besonders auf Schwermetallsalze (Euler u.
Myrbick, Ztschr. physiol. Chem. 121, 177 [1922]), sowie auf Aldchyde und Amine
(Euler u. Myrback, Ztschr. physiol. Chem. 125, 297 [1923]; Myrbick, Ztschr.
physiol. Chem. 158, 160 {1926Y). ’

?) Fuler u. Adler, Ztschr. physiol. Chem. 238, 233 [1933].

3) Adler, Euler u. Hellstréom, Ark. Kemi Mineral.,, Geol. Ser. B. 12, Nr. 38
'1937]. — Euler, Giinther u. Hasse, Naturwiss. 26, 187 u. 676 [1938].

4) Buler u. Myrbick, Naturwiss. 17, 291 [1929]; Ztschr. physiol. Chein, 184,
163 (190291,

%) Buler, Albers u. Schlenk, Ztschr. pliysiol. Chem. 234, 1 [1935]; 240, 113
71936]. :
&) Fuler, Karrer u. Usteri, Helv. chim. Acta 25, 323 [1942].
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Vitamine?); man zihlt sie def Vitamin-B-Gruppe zu®). Gerade darin liegt
— ganz oder im wesentlichen — die Bedeutung dieser beiden Vitamine,
daB} sie das Material zum Aufbau von Coenzymen liefern. Die Adenylsiure
geht, wie erwidhnt, 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 Zelte bedingt ist. Dasselbe wird, wie H. Theorell gezeigt hat, vor
seiner weiteren biologischen Verwendung phosphoryliert.

Daf} im allgemeinen die Vitamine — meist nach Umwandlung im Tier-
korper oder iiberhaupt in der lebenden Zelle — als Coenzyme bzw. als pro-
sthetische Gruppe von Enzymen fungieren®), kann nunmehr wohl als sicher-
gestellt betrachtet werden.

Die neuen FErgebnisse iiber den Wirkungsmechanismus der durch
Domagks Entdeckung in die Therapie eingefiihrten 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
Zusammenhang stehen.

Die Tatsaclie, daB3 das Bakterienwachstum durch Sulfanilamide gehemmt
wird, erhielt eine wichtige biochemische Unterlage durch die Ergebnisse
von Woods und Fildes®), aus denen hervorging, dafl diese Wachstums-
hemmung durch p-Amino-benzoesiure aufgehoben werden kann, welche
bald darauf aus Mikroorganismen isoliert und als Wuchsstoff erkannt wurde
{(Rubbo und Gillespie!); Kuhn und Schwarz!?)).

Die Kenntnis dieses bemerkenswerten Antagonismus wurde dann er-
weitert durch die quantitativen Messungen an Streptobacterium plantarum
{(Moller und Schwarz!®)) unter der Einwirkung von Sulfanilsiure und
p-Amino-benzoesiure. Aus diesen Versuchsergebnissen berechnete Kuhn
nach dem Massenwirkungsgesetz die Affinitit der p-Amino-benzoesiure und
der Sulfanilsiure zu dem bindenden Protein der untersuchten Bakterien4).
Er zog aus diesen Ergebnissen den Schlufl, daB3 es sich um eine Verdringungs-
reaktion zwischen Wuchsstoff und Hemmstoff handelt. Es war nach

7} Vitaminwirkung des Nicotinsiureamids: FEuler, Malmberg, Heiwinkel u.
Schlenk, Ark. Kemi, Mineral,, Geol. Ser. B. 12, Nr. 39 [1937]; Naturwiss. 26, 45 [1938].

8) Bei neuen, in diesemn Institut durchgefiihrten Wachstumsversuchen an Ratten
wurden als Tagesbedarf angenommen: 30 y Nicotinsdureamnid und 20y Adenylsiure
(Ztschr. physiol. Chem. 276, im Druck [1942]).

%) FKuler, Nord. med. Tidskr. 1934, 1696.

10) Meet. biochem. Soc. Sheffield Febr. 1940; Woods, Brit. Journ. exp., Pathol.
21, 74 [1940].

11} Nature [London] 146, 838 [1940].

12) B. 74, 1617 [1941].

13y B. 74, 1612 [1941].

14) Nach Versuchen dieses Instituts ist die Verzogerung des Wachstums unserer
Unterhefe, welche etwa 1 y p-Amino-benzoesiure je g Trockenhefc enthilt, durch 10—100y
Sulfapyridin nur gering; erst durch 1 mg Sulfapyridin je ccin Nihrlésung wurde die
Wachstumsgeschwindigkeit der Hefe auf etwa die Hilfte herabgesetzt. Die Tatsache,
daB die p-Amino-benzoesiure erst durch groBe Uberschiisse von Sulfanilsiure-Derivaten
aus jhrer Bindung verdrangt wird, steht mit den an Streptobacterium plantarum ge-
wonnenen Affinititskonstanten in Ubereinstimmung,



1878 v. Euler: Coenzyme und Hemmstoffe; [Jahrg. 75

Kuhn'®) ,,am einfachsten anzunehmen, dall es in den Bakterien ein spe-
zifisches Protein oder einen Receptor gibt, der in umkehrbarer Weise sowohl
mit der Carbonsiure als auch mit der Sulfonsiure sich vereinigt'. Die p-Amino-
benzoesiure ist danach ,,Baustein oder prosthetische Gruppe eines Ferments
der Bakterienzelle*16),

Es ist nun aber auch denkbar, dafl die p-Amino-benzoesiure nicht als
solche wirksam ist, sondern erst nachdem sie zu einem neuen, als Coenzym
fungierenden Molekiil aufgebaut worden ist. In diesemx Falle kénnte die
,Antivitamin‘-Wirkung auch darin bestehen, dal der Hemmungsstoff die
p-Amino-benzoesiure von demjenigen Enzymsystem verdringt, welches
den Aufbau zum Coenzym bewirkt.

Die Frage, an welchen enzymatischen Systemen der Hemmungs-
stoff als Antivitamin in Konkurrenz mit dem als Wuchsstoff fungierenden
Vitamin eintritt, ist bis jetzt noch in keinem Falle beantwortet worden.
Sie mulite an isolierten Enzymsystemen angegriffen werden'?).

Was iiberhaupt Art und Stellen der Verdringungen an Enzymniolekiilen
betrifft, so ist zu einer eingehenden Besprechung der Systematik der Hem-
mungs- und Inaktivierungsvorginge an Enzymsystemen hier nicht der
Raum. Es seien also nur kurz die Haupttypen der Verdringungsvorginge
gekennzeichnet.

In einem System mit abdissoziierbaren Coenzymen besteht eine reversible
Bindung des Apoenzyms sowohl zum Substrat als auch zum Coenzym.
Das reaktionsvermittelnde Molekiil Substrat-Apoenzym-Coenzym, welches
die GroBe der Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt, 1483t zwei Méglichkeiten
einer Verdringung aus der Bindung an Apoenzym offen, nimlich 1) des
Substrates und 2) des Coenzyms.

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

Unter diesen Verdridngungen spielen besonders diejenigen durch Siduren
und Basen eine groBe Rolle.

Zur Verdriangung der Cozymase in Dehydrasesystemen.

Das Problem der Reaktionshemmungen bei Einwirkung eines Anti-
vitamins auf ein Vitamin haben wir an Enzymen angegriffen, deren Kom-
ponenten genau bekannt sind, nidmlich an Dehydrasen. Wie einleitend
erwilint, enthilt die Codehydrase I (wie auch die Codehydrase II) das Vitamin
Nicotinsdure, und es lag nahe, die Wirkungsweise eines ,,Antivitamins*'

1) Kuhn, Wieland u. Méller, B. 74, 1605 [1941]; Kuhn, Diec Chemie 85, 1
1042].

16) Sjehe Auhagen, Ztschr. physiol. Chem. 274 (Hérlein- Festsclrift), 48 [1942].

17) Hemmende Wirkungen der Sulfonamide sind allerdings an mehreren Enzymen
in vitro gefunden worden, namlich an Katalase, ferner an Kohlensdureanhydrase (Mannu.
Keilin, Nature [London] 146,164 [1940], I,ocke, Main u. Mellon, Science [New York]
93, 66 [1941]) und an Cholinesterase (Zeller, Helv. chim. Acta 25, 216 [1942]). Uber den
Mechanismus dieser Hemnmungen ist aber nocli nichts bekanntgeworden, was zur Klirung
des hier behandelten Problems beitragen kénnte. Auf die Moglichkeit, daB Sulfanilamid-
Wirkungen an Metall-Komponenten von Enzymen ansetzen, kommen wir an anderer
Stelle noch zuriick.
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an Beispielen wie Nicotinsdure-Pyridinsulfonsdure, die an lebenden
Zellen vielfach untersucht worden sind, im isolierten Dehydrasesystem
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 Nicotinsiure-Pyridinsulfonsiure an
lebendem Material noch nicht sichergestellt, vielmehr liegen hier, wie schon
in vorhergehenden diesbeziiglichen Mitteilungen aus unserem Arbeitskreis
hervorgehoben wurde®), Widerspriiche vor, welche bis jetzt noch nicht
aufgeklart werden konnten.

Zunichst stellte Mc Ilwain!®) an Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris und
Bacterjium coli starke Wachstumsheminungen durch Pyridinsulfonamid bzw. Pyridin-
sulfonsiure in Gegenwart von Nicotinsiure fest, und diese positiven Ergebnissec wurden
kiirzlich von Erlenmeyer und Wiirgler2) an Proteus vulgaris mit Pyridinsulfonsiure
bestitigt und durch den Nachweis ciner Enthemmung mittels Nicotinsdureamids erginzt.
Im Gegensatz hierzu konnten Lwoff und Mitarb.?!) in einer vorangegangenen Arbeit
an Proteus vulgaris keine Wachstumshemmung durch Pyridinsulfonamid nachweisen,

West und Coburn??) beobachteten eine Wachstumshemmung an Staphylococcus
haemolyticus durch Sulfapyridin, und wollen diese Hemimnung als eine Verdringung der
Codehydrase I und II durch den Pyridinanteil des Sulfapyridins auffassen; nach ihren
Angaben enthemmten Codehydrasepriparate, nicht aber Nicotinsiureamid. Diesen
Befund konnte indessen G.Ivénovics?) nicht bestitigen.

Dorfman und Mitarbb. 24} konnten die Atmung an Dysenteriebazillen, die in nicotin-
saureamidarmem Medium geziichtet waren, durch Zusatz von Nicotinsdureamid steigern,
und dicse Atinungserhéhung durch Zusatz von Sulfapyridin, nicht aber von Sulfanilamid,
hemmen. In der oben zitierten Arbeit von Adler, Euler u, Skarzynski wurden
Dorfmans Befunde so gedeutet, dafl der Pyridin-Anteil in den Hemmungsstoffen das
Nicotinsaureamid von demjenigen Enzym bzw. von denjenjgen Enzymen verdringt,
die den Aufbau des Dinucleotids aus Nicotinsdureamid vollziehen, so dafl die Hemmung
nicht oder nicht ausschliefllich in einer Coenzym-, sondern in einerSubstrat-Verdringung
bestelien wiirde. ~

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit teilen M&ller und Birkofer?8) nit, daB
sie an ihren Proteus-Stimmen init Pyridinsulfonsidurc und deren Amid erst bei relativ
hohen Konzentrationen Heinmungen erreichten. Ihre zahlreichen, bemerkenswerten
Beobachtungen konnten sie nicht im Sinne ejnes einfachen Antagonismus zwischen
Nicotinsiure bzw. Nicotinsiureamid nnd Pyridinsulfonemid deuten.

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 nur von solchen in vitro-Versuchen die Entscheidung der Frage erwartet
werden, ob eine gegen Nicotinsdure gerichtete Hemmung durch ein spe-
zifisches ,,Antivitamin* schon beim Aufbau dieses Vitamins zum Coenzym

18) Euler, Ahlstréom, Siberg u. Wallerstrém, Ark., Kemi, Mineral. Geol.
Ser. B. 16, Nr. 2 [1942]; Adler, Euler u. Skarzyvnski, cbenda 16 A, Nr. 9 [1942].

19) Brit. Journ. exp. Pathol. 21, 136 [1940).

20} Helv. chim. Acta 25, 249 [1942].

21} Ann. Inst. Pasteur 67, 9 [1941].

22) Journ. exp. Medicine 72, 91 [1940].

23) Ztschr. Immunititsforsch. exp. Therap. 101, 58 [1941].

#) Dorfman, Race u. Koser, Journ. biol. Chem. 140, Proc. XXXIIT [1941].

%) B. 75, 1118 [1942].
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eingreift, oder ob das Coenzym aus seiner Wirkungsstelle am Apoenzym
verdrangt wird.

Letztere Alternative, eine Verdringung der Cozymase aus ihrer Bindung
mit einer Apodehydrase, kann leicht gepriift werden, indem man die wasser-
stoffiibertragende Wirksamkeit einer Cozymase-bedingten Dehydrase nach
Zusdtzen des Hemmungsstoffes miBt. Der Nachweis einer Hemmung des
Cozymase-Aufbaues erfordert zwar eigentlich die Verwendung des dabei
wirksamen isolierten Enzyms. In erster Anndherung geniigt es aber, ein
System, das Dinucleotide abbaut, zu solchen Versuchen heranzuziehen.

Wir haben bis jetzt nur die Verdrangung der Cozymase experimentell
untersucht und dazu zweierlei Dehydrasen benutzt: 1) eine tierische Glucose-
dehydrase, dargestellt nach Quibell?), 2) eine Milchsduredehydrase, die
aus Herzmuskel nach der Vorschrift von Boyland hergestellt war.

Die Beeinflussung der Dehydrasegeschwindigkeit haben wir im Thun-
berg-Versuch gepriift. Bei dieser Methodik liegt ein Enzymsystem vor,
bei dem die Cozymase in Verbindung mit zwei Enzymen steht, der Apo-
deliydrase und der Diaphorase, so dall eine mogliche Verdringung an beiden
Stellen einsetzen kann. KEine getrennte Beobachtung der beiden Beein-
flussungen 1aft sicli spektrophotometriscli durchfiihren, woriiber spiter
niher berichtet wird.

Beide Dehydrasen wurden durch Zusitze der Pyridinsulfonsiure, ihres
Amids und dessen Jodmethylats, sowie im Anschlufl daran durch Zusitze
von strukturihnlichen Stoffen gepriift. Von den Hemmstoffen wurden
Pyridin-B-sulfonsdure, ihr Amid und dessen Jodmethylat nach Machek
dargestellt, Nicotinsiure-jodmethylat nach P. Karrer und Mitarbeiter?).

Zur Mecethodik: Die Dchydricrungsgeschwindigkeiten wurden nach der
Methylenblau-Methode von Thunberg-Ahlgren gemessen. Zu den gercinigten Dehy-
drasen wurden abgewogene Mengen reinster Cozymase zugesctzt. Die Wasserstoffiiber-
tragung auf Mcthylenblau wurde durch Zusitze von Flavinenzym oder Diaphorase anf
optimale Geschwindigkeit gebracht.

Aus den direkt abgelesenen Entfirbungszeiten wurde die prozentische ITemmung
berechnet, bezogen auf die ohmne Hemmstoff erhaltence Entfirbungsgeschwindigkeit,
wobei bei der Glucosedehydrase wegen der Entfirbung durch die Figensubstrate korrigiert
wurde. Zur Berechnung der prozentischen Hemimung diente die Formel:

L_L> (! L) 100
T T, t Y
1 1
(T_"I:

Hier bedecutet: T Xintfirbungszeit mit Glucose, Ty ohue Glucose, t mit Glucose,
mit Hemmstoff, t, ohne Glucose, mit Hemmmstoff.

0, —
% Hemmung =

26) Ztschr. physiol. Chem. 251, 102 [1930]. Dic durch Glucosedchydrase kataly-
sierte Reaktion: Glucose 4 Col — Gluconsidure -+ CoH,I ist nicht umkelirbar, so daB3
" mijt rel. kleinen CoI-Mengen gut melbare Dehydrierungen erreicht werden. Dadurch
kénnen durch rel. kleine Mengen des Hemmstoffes Verdringungswirkungen deutlich
hervortreten. )

27) Helv. chim. Acta 19, 826 [1936].
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Hemmungen durch Adenosin, Adenosin-Derivate und einige andere Stoffe wurden
auch im zellfrejen System der alkoholischen Giarung durch Messung der je
Zeiteinheit entwickelten Kohlensiure studjert. Die Girungsmischungen (2,4 ccm) ent-
hjelten bei jedem Versuche 400 mg 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
Raumersparnis wegen werden hier nicht die Garungskurven angegeben, sondern nur die
daraus entnommenen Werte fiiv ccin CO,/60 Minuten.

Beschreibung der Versuche.

Wir fithren unsere Versuchsergebnisse im folgenden in Abbildungen und
Tafeln an. Abbild. 1 zeigt die Hemmung der Milchsduredehydrierung
bei konstanter Cozymase-Konzentration und steigenden Mengen Pyridin-
sulfonsiure.

% 90
S0\ Salicylsdure x—""

/

Wrridin -sulfoﬂ.;a"are
-(3

1 1 ‘1 1 ] 1
7 2 3 4 5 6
Hemmsloff x 10— Molll

Abbild. 1. Hemmung der Milchsduredehydrierung durch Pyridin-sulfon-
sdure-(3) (c—o) und Salicylsdure {(x—x .

Reaktionsmischung: 0.25 cem 0.5-mol. d,l-Na-lactat; 0.5 ccm Enzymlésung (ent-

haltend Lactico-apodehydrase + Diaphorase); 50y Cozymase; 0.25 ccm 0.5-mol.

Phosphatpuffer, pg 7.6; 0.5 ccm Methylenblau 1:5000; pyridin-sulfonsaures-(3) bzw.

salicylsaures Na in steigender Menge; jeder Ansatz mit Wasser auf 2.5 ccm erginzt.

Thunberg-Msathodik. Temp. 37°. Konzentration der Cozymase in der Reaktions-
mischung 3 x10-% Mol/l.

Der Nachweis, dall es sich hier um eine Verdringung der Cozymase
und nicht um Hemmungen anderer Art handelt, wurde in der Weise erbracht,
daB eine Wiederaufhebung der Hemmung durch steigende Mengen Cozymase
eintritt. Wie theoretisch zu erwarten war, tritt bei geniigender Cozymase-
Konzentration eine konstante Entfirbungszeit ein, die sich bei weiterem
Cozymasezusatz nicht mehr dndert, 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 XKon-
zentrationen geltenden Hemmungen der Reaktionsgeschwindigkeiten an.
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(ozymase 70 Mol/l Cozymase x 103 Mol/l
Abbjld. 2. Abhingigkeit der Py-
ridin-sulfonsidure-(3-Hemmung
von der Cozymase-Konzentra-

T
W

Abbild. 3. Abhingigkeit der Pyridin-
sulfonsiure-(3)-Hemmung von der
Cozymase-Konzentration. ~

tion.
Glucosedehydrase aus Rinder- Milchsiduredehydrase aus Herzmuskel;
leber; Pyridinsulfonsdurce-Konzentra- 0.5-mol. Lactat als Substrat.

tion 2x10-2 Mol/l; 0.5-mol. Glucose
als Substrat, iibrige Zuséitze wie zu
Abbild. 1.

Die Zusammensetzung der Reaktionsmischung entsprach im wesentlichen
der zu Abbild. 1 angegebenen. Die Komzentration der Cozymase in der
Versuchsmischung betrug in den Versuchen Nr. 3, 6, 7, 13 und 14 1.5x107%

Tafel 1. Hemmung der Glucose- bzw. Milchsiuredehydrase.

Zugesctzte Substanz { Hemmung der
Vers. Dehydrase Konz. in der | Dehydxiler}mgsl—
Nr. N Versuchsmiscl geschwindigkeit
ame ersuchsmischg. o
Mol/1 °
1 Glucose Nicotinsidure 1.3x10-2 52
2 . . 26x10-2 38
3 Milchsidure . 2.0x10-2 38
4 Glucose Nicotinsdureamid 1.3x10-2 26
5 . ,, 2.6x10-2 36
6 Milchsdure " 2.0x10-2 3 16
7 . . 4.0x10-2 | 27.5
8 Glucose Pyridin-sulfonsiure-(3) 1.7x10-2 36
9 . . 20x10-? 1 42
10 Milchsdure ' 2.0x10-2 ] 47.5
11 Glucose Benzolsulfonsiure 1.0x10-* 28
12 . . 2.0x10-2 32
13 Milchsdure . 2.0x10-2 27.5
14 ' . 4.0x10-2 54

Mol/l, in den iibrigen Versuchen 3 x10-5 Mol/l. Soweit die zugesetzten Stoffe
Siuren waren, wurden sie in Form ihrer Natriumsalze verwendet.

Des weiteren ist eine groBe Anzahl anderer Hemmstoffe gepriift worden.
Die Tafel 2 enthilt die Versuche 1—8 mit Pyridin-Derivaten. Pyridinsulfon-
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Tafel 2. Hemmung der Glucose- bzw. Milchsiduredehydrase.

Zugesetzte Substanz

Hemmung der

Vers. Dehydrierungs-
Nr. Dehydrase | Eonzentration in der | yeschwindigkeit
Name Versuchsmischung o
Mol/i %
1 Glucose Trigonellin 4.0x10-2 0
2 Milchsdure . 4.0x10-2 0
3 Glucose Pyridin-sulfonsiure- (3)-amid 1.5x10-2 10
4 Milchsiure . 2.0x10-2 20
5 . 4.0x10-2 50
6 " Adermin 75
7 Glucose Nicotinsdureamidjodmethylat 2.0x10~2 0
8 . Pyridinsulfonamidjodmethylat 2.0x10-2 18
9 v Benzoosidure 20x10~2 21
10 Milchsaure ' 20x10~2 24
11 v ' 4.0x10-* 47
12 Benzamid 1.6x10-2 225
13 . " 3.2x10-2 46
14 Glucose p-Amino-benzocsiure: 2.0x10-2 70
15 Milchsidure " 2.0x10-2 50
16 " 40x10-2 83
17 m-Amino-benzoesiure 20x10-2 27.5
18 . 4.0x10-? 43
19 Salicylsédure 2.0x10-2 72
20 . . 4.0x10-2 84
21 . Salicylamid 1.6x10-2 50
22 " . 3.2x10-2 72
23 . Sulfanilsdure 2.0x10-2 38
24 . . 4.0x10-? 48
25 , Sulfanilamid gesattigt 29
26 Glucose Sulfapyridin " 50
27 Milchsiure Phenol 2.0x10-2 28
28 ' < 4.0x10-2 44
29 Glucose Yissigsdure 20x10-2 0
30 " Schwefelsdure 2.0x10-2 0
31 Milchsiure Adcnin gesiattigt 38,5
32 i, Adenosin 1.0x10-2 60
33 . 2.0x10-2 72.5
34 . Adenosin-3-phospliorsiure 1.0x10-2 49
35 . 2.0x10-2 57.5
36 . Adenosin-5-triphosphorsiure 1.0x10-2 35
37 . . 2.0x10-2 46
38 Tetranucleotid ars Hefe-
nucleinsiure 0.13x10-* 55
39 " 0.26 x10-2 55
40 Tetranucleotid aus Thymus-
nucleinsiure (Bredereck) 0.13x 102 49
41 " 0.26 x 102 61.5
42 . Tetranucleotid aus Thymus-
nucleinsiure (F, G, Fischer) 0.13x10-2 135
43 . " 0.26 x10-2 13.5
44 Glucose Aneurin 2.0x10-2 0
45 Milchisdure .y 1.0x10-2 29
46 " . 2.0x10-2 38.5
47 . Cocarboxylase 20x10-2 0
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amid hemmt etwas schwicher als die freie Sdure; die Jodmethylate des
Nicotinsiureamids 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-Verdringung
vorliegt oder nicht. Sicher ist schon, dafl nicht alle in Tafel 2 aufgefiihrten
Hemmstoffe Cozymase verdriangen, z. B. konnte fiir Salicylsiure (vergl.
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Abbild. 4. Hemmung der Milchsiuredehydrierung durch Adenosin (x—x)
und Adenosin-3-phosphorsiure (c—o) .,
Reaktionsmischung analog der zu Abbild, 1 angegcbenen.

1

Abbild. 1) sowie filr Adenosin und Hefeadenylsiure (Adenosin-3-phosphor-
sdure) (vergl. Abbild. 4) eine Enthemmung durch steigende Cozymasemengen
nicht nachgewiesen werden.

Im tiibrigen sieht man, da@ sich spezifische Einfliisse wenig geltend
machen; an heterocyclischen und aromatischen Carbon- und Sulfonsiuren
treten Hemmungswirkungen deutlich hervor.

Es wire zu erwarten gewesen, dall Adenin-Derivate wie auch die Tetra-
nucleotide®) eine starke Verdringung der Cozymase bewirken; tatsdchlich
wurden nur durch Adenosin und Adeénylsidure starke Hemmungen erzielt, und
zwar werden dieselben auch bei der Apozymase-Girung gefunden; iiber-
raschender Weise scheinen diese Hemmungen nicht auf einer Cozymase-
Verdringung zu beruhen; weitere Versuche sollen in dieser Hinsiclit noch
ausgefithrt werden.

Gegen die Auffassung einer Cozymase-Verdringung bei vielen der in
Tafel 2 angegebenen Hemmstoffe sprechen unsere neuen Versuche, womnach
auch die Bernsteinsiuredehydrase, die bekanntlich in ihrer Wirkung von
der Cozymase unabhingig ist, durch Stoffe wie Salicylsaure®), aber auch
durch Adenylsiure gehemmt wird.

28) Adenosin und Hefeadenylsiure verdanken wir der Firma F. Hoffmann-
L.a Roche, Basel. Fiir die Uberlassung kleiner Tetranukleotidmengen bin ich den HHrn.
Kollegen H. Bredereck, Jena, und F. G. Fischer, Wiirzburg, zu Dank verpflichtet.

29) S, M4hlén, Skand. Arcli, Physijol. §3, 152 [1927]; Collett u. Mitarb., Journ.
biol. Chem. 100, 371 [1933]. Wie Ivanovics (Ztschr. physiol. Chem. 276, 33 [1942])
kiirzlich gezeigt hat, wird die Synthese der Pantothensiure in der Bakterjenzelle durch
Salicylsdure gehemmt. A
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Auch bei der Apozymase-Girung wurden mit den bei der Beschreibung der
Methodik erwihnten Versuchsbedingungen Heimnmungen von gleicher GréBenordnung
beobachtet wie in Dehydrase-Systemen. Ohne hier auf die Art und Konzentrations-
funktion dieser Hemmungen einzugehen, geben wir nur einige diesbeziigliche Ergebnisse an.

Zusatz Konzentration des Zusatzes % Hemmung der
im Géarungsgemisch CO,-Entwicklung/Stunde
Trigonellin ................. 2x10-3 12
Adenosin . ...... ... 0L 3x10-3 45
Adenosin-3-phosphat......... 5x10-3 47
Cocarboxylase............... 2x10-2 15
Zimtaldehyd ... .. ... .. ..., 5x%10-14 60

Die hier an einigen Beispielen behandelten Hemmungen, Enthemmungen
und Verdriangungen sind nicht nur von reaktionskinetischem Interesse.
Beeinflussungen von Coenzymbildungen aus Vitaminen und verwandte
Vorgidnge diirften fiir die Regulierung der Lebensvorginge in den Zellen
von wesentlicher Bedeutung sein.

Bis jetzt hat sich an einigen Systemen gezeigt, da}, besonders im Fall
der Pyridinsulfonsiure, Hemnmungen am Dehydrasesystem eintreten, welche
sich als Verdringung von Cozymase deuten lassen. Es ist deshalb moglich,
da3 die an Mikroorganismen beobachteten Wachstumshemmungen ebenso
aufgefalit werden koénnen. Dennoch bleibt die Méglichkeit durchaus offen,
daf} die Wirkung der Pyridinsulfonsiure im Aufbau der Cozymase einsetzt.
Weitere Versuche an isolierten Enzymsystemen werden zeigen, in welchem
Grade dieser Hemmungsmechanismus eine Rolle spielt.

258. Paul Pfeiffer und Heinrich Jdger: Halochromie nitrierter
Thiophenolither.
[Aus d. Chem. Institut Bonn.]
(Eingegangen am 16. November 1942.)

Als wir bei einer Untersuchung iiber arornatische Sulfone und Sulfonsiduren
den nitrierten Thiophenoldther I darstellten, machten wir die Beobachtung,
dafl er eine sehr charakteristische Farbreaktion mit konz. Schwefelsiure gibt.
Wir haben uns diese Halochromieerscheinung etwas niher angesehen.

Man erhilt den Thiophenolither recht bequem ausgehend vom 3-Nitro-
6-amino-toluol (IT)?), indem man das Amin in das 3-Nitro-6-rhodan-toluol (III)
iberfithrt?) und dieses mit methylalkoholischer Kalilauge behandelt. Es ent-
stehen so zwei Produkte, der oben erwihnte 4-Nitro-2-methyl-thiophenol-
methyldther (I) und das Mercaptan IV, welches sich mit Ferricyankalium glatt
zum Disulfid V oxydieren 148t. Aus dem Disulfid wurde mit rauchender

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

?) Siehe zu dieser Verbindung Fr. Challenger u. A. Th. Peters, Journ. chem.
Soc. London 1928, 1364.





