Untersuchungen iiber bakteriostatische Chinone
und andere Antibiotica.

V. Mitteilung: Uber die pg-Abhingigkeit
der durch Benzochinon verursachten Hemmwirkung
gegeniiber der Aktivitit von Urease und Katalase.

Von O. Hoffmann-Ostenhof und Elisabeth Biach.
Aus dem I. Chemischen Laboraforium der Universitit Wien.
Mit 2 Abbildungen.
(Eingelangt am 24. Okt. 1946. Vbrgelegt in der Sitzung am 24. Okt. 1946.)

In den ersten beiden Mitteilungen dieser Reihe ’ 2 haben wir {iber Hemm-
wirkungen verschiedener Chinone auf die Aktivitit der Urease bzw. die Kata-
laseaktivitit des Blutes berichtet. Wir konnten bei diesen Messungen eine
allgemein auffallende Ubereinstimmung zwischen den beiden Fermenten
beobachten. So waren in beiden Fillen p-Benzochinon und 1,2-Naphtho-
chinon die stirksten Inhibitoren der Fermentaktivitit, ebenso zeigten
4-Methoxy-toluchinon, 2,6-Dimethoxy-benzochinon, Chloranilsiure und
Methylnaphthazarin gegen beide Systeme keine oder nur sehr geringe
Aktivitit. Auch die Zwischenreihung der einzelnen Chinone zeigte groBe
Ahnlichkeit bei beiden Enzymen. Diese Ubereinstimmungen lieBen uns
vermuten, daf der Wirkmechanismus der Chinonhemmung der beiden
Fermente ein verwandter sei.

Die bisherigen Vorstellungen iiber die Art der Wirkung dieser beiden
Fermente lassen eine derartige Ahnlichkeit als ziemlich iiberraschend
erscheinen. Uber den Wirkmechanismus der Chinonhemmung bei der
Urease haben wir wohl noch keine Klarheit; die bisherigen Untersuchun-
gen lassen aber immerhin vermuten, daBl die Chinone mit Sulfhydryl-
gruppen, in welchen man Wirkgruppen oder zumindest aktivierende
Gruppen der ureatischen Wirkung sieht, eine chemische Reaktion ein-
gehen, welche die Aktivitdtshemmung verursacht. Hier sind nun zwei
verschiedene Umsetzungen vorstellbar. Die Chinone konnen die Sulf-

t O. Hoffmann-Ostenhof und W. H. Lee, Mh, Chem. 76, 180 (1946).
2 O. Hoffmann-Ostenhof und E. Biach, 1bid. 76, 319 (1947).
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hydrylgruppen der Urease zu Disulfidgruppen oxydieren, wobei sie selbst
zu Hydrochinonen reduziert werden sollten. Diese Reaktion lieBe sich
durch das Schema

2 Urease — SH + Chinon = Urease — S — S — Urease -+ Hydrochinon
aktiv inaktiv

veranschaulichen. Als zweite Moglichkeit wire eine Kondensation mit
den Sulfhydrylgruppen der Urease, dhnlich wie sie von Kuhn und
Beinert® fiir die Umsetzung von Cystein mit Chinonen nachgewiesen
wurde, zu erwigen. Anscheinend finden beide Reaktionen nebeneinander
statt, da nur ein Teil der chinongehemmten Urease. durch Reduktions-
mittel oder Sulfhydrylverbindungen reaktiviert werden kann. Eine quan-
titative Untersuchung dieser Verhiltnisse steht noch aus.

Noch weniger ist {iber den Mechanismus der Chinonhemmung der
Katalaseaktivitit bekannt. Nach einem' von Keilin und Hartree* aufge-
stellten Wirkungsschema wird angenommen, daf die Katalaseaktivitit
auf einem Valenzwechsel des Himineisens beruht:

4 Fer+++2H,0,=4Fet++4H*+20,
4 Fet++4H*+0,=4Fet**+2H,0
2H,0,=0,+2H,0

Hier wire ein Eingreifen des Chinons, etwa durch oxydative Verhin-
derung der Reduktion zur Ferrostufe, durchaus denkbar. Diese Theorie -
des Wirkmechanismus wird aber in letzter Zeit stark angezweifelt, wobei
die dagegen angefiihrten Einwinde recht stichhaltig erscheinen. Sumners
hat kiirzlich einen anderen Wirkmechanismus vorgeschlagen, der eine
Modifikation ilterer Theorien von Haber, Euler und Liebermann ist:

=Fe—OH+H,0,==Fe—O—OH+H,0
=Fe—0O—OH+H,0,==Fe—OH+H,0+0,

Diese Formulierung wird vielen Tatsachen gerecht; die Hemmung durch
Chinone 14Bt sich aber dadurch schwer erkliren.

Um zu priifen, ob die Ahnlichkeit des Verhaltens dieser beiden Fer-
mente bei der Hemmung durch verschiedene Chinone wirklich durch
eine Verwandtschaft des Hemmungsmechanismus bedingt ist, haben wir
nunmehr die py-Abhéngigkeit der Aktivititshemmung der beiden Enzyme
durch p-Benzochinon niher untersucht. Die Annahme erschien uns be-
rechtigt, daB bei einer niheren Verwandtschaft der Hemmungsmechanis-
men auch die py-Abhingigkeit der Chinonhemmung bei beiden Systemen
eine dhnliche sein sollte.

Bei diesen Versuchen verwendeten wir die gleiche Methodik, wie sie
in den ersten beiden Mitteilungen dieser Reihe (1.c.) beschrieben ist. Zur
Einstellung des py wurden fiir den Bereich von py 6 — 8 Phosphatpuffer-
l16sungen nach Sirensen, fiir py 4—5,7 Biphthalat-NaOH-Puffer nach

3 Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 606 (1944).
4 Proc. Roy. Soc. (London) (B) 24, 397 (1938).
> Advances in Enzymology 1, 163. (1941).
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Clark und Lubs und fiir den Bereich von py 3 — 4 Bernsteinsiure-Borax-
Pufferldsungen nach Kolthoff verwandt. Der fiir den letzteren Bereich ur-
spriinglich beniitzte Biphthalat-HCI-Puffer nach Clark und Lubs erwies sich
als ungeeignet, da er die an und fiirsich geringe Katalaseaktivitiit bei diesen
H:-Konzentrationen vollig hemmte. Anscheinend ist die freie Phthalsiure
— im Gegensatz zu ihren Salzen — ein Inhibitor der Katalasewirkung.
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Abb. 1. pyy-Abhingigkeit der Ureasehemmung durch Benzochinon
(107 4-molar).
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Abb. 2. ppy-Abbdngigkeit der Blutkatalasehemmung durch Benzochinon
(1,67 - 10™4-molar).

Die Ergebnisse unserer Versuche sind in den Abbildungen 1 und 2
veranschaulicht. Sie zeigen, daB eine Ubereinstimmung der beiden Fer-
mente auf diesem Gebiet nicht vorhanden ist. Wihrend bei der Urease
das Hemmungsoptimum durch Benzochinon in der Nihe des Neutral-
punktes und zugleich in der Nihe des Wirkungsoptimums liegt, zeigen
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gleichartige Versuche bei der Katalase ein sldndiges Ansteigen der
Hemmwirkung mit steigender Wasserstoffionenkonzentration bis py=4.
Zwischen py=4 und py=3 konnte wohl ein Absinken gemessen wer-
den; in diesem Bereich ist aber die Katalaseaktivitit schon ziemlich ge-
ring und die Werte werden ziemlich unexaki. AuBerdem scheint eine
Wirkung der Pufferlosung nicht auszuschlieBen zu sein. Ein exaktes Hem-
mungsoptimum bei der Katalase konnte daher nicht bestimmt werden.

Die erhaltenen Befunde wurden auch bei Verwendung hoherer und
niedrigerer Konzentrationen des Hemmstoffs nachgepriift und ergaben
vollig entsprechende Werte.

Auf Grund der Ergebnisse 146t sich vermuten, daB trotz der auf-
fallenden Ahnlichkeiten bei der Hemmung durch verschiedene Chinone
der Wirkmechanismus der Chinonhemmung bei Urease und Katalase
ein verschiedener ist. Weitere Versuche zur Aufklirung dieser Mechanis-
men sind in Vorbereitungs®.

Zusammenfassung.

Die seinerzeit gefundenen Ubereinstimmungen in der Hemmbarkeit
von Urease bzw. Katalase durch verschiedene Chinone lieBen eine Ver-
wandtschaft der Mechanismen der Chinonhemmung bei diesen beiden
Fermentsystemen vermuten, obwohl nach den bisherigen Kenntnissen
eine solche nicht zu erwarten war. Versuche iiber die py-Abhingigkeit
der Chinonhemmung dieser beiden Enzyme zeigten aber grundsétzliche Ver-
schiedenheit im Verhalten, so daB eine ndhere Verwandtschaft der
Wirkungsmechanismen unwahrscheinlich erscheint.

¢ Anmerkung bei der Korrektur: Vergleiche hierzu die inzwischen von einem
von uns (0. H.-0.) vorgeschlagene Modifikation der Theorie von Keilin und Harlree:
Exper. 3, 152 (1947).



