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I n  einer fr i iheren Mit te i lung dieser Reihe 1 h~ben wir  die W i r k u n g  
einer Anzah l  yon Benzochinon- und Naph thoch inonabkSmml ingen  ~uf 
die A k t i v i t a t  eines Papa inp r i tpa ra t s  gegenfiber Gelat ine  ber ichte t .  Wi r  
ha t t en  damal s  auch  einige Vorversuche iiber die E inwi rkung  derselben 
Wirks toffe  auf eine nach Graflmann und  Mi ta rbe i te rn  ~ darges te l l te  He~e- 
pro te inase  durchgeff ihr t  und  eine auffullende ~hn l i chke i t  des Verhal tens  
dieses Fe rmen t s  und  des Pap~ins  gegenfiber den Chinonen in einem 
~be r s i ch t s r e fe ra t  a erw~hnt.  D a  wir nun zur  Zeit  aus anderen  Gri inden 
eine eingehendere Unte r suchung  fiber versehiedene Hefepro te inasen  
durchfi ibren,  erschien es uns ni i tzl ich und  in teressant ,  die dama l s  erhal te-  
nen Ergebnisse  zu i iberprfifen und zu vervolls t i tndigen.  

M e t h o d i k .  

Darstellung der Fermentprdparate. Als Ausgangsstoffe wurden fiir das 
Pr~parat  aus Unterhefe Bierhefe aus der Ottakringer  Brauerei und Prel~- 
hefefabrik, Wien XVI.,  ffir das Pr~parat  aus Oberhefe eine spezielle Anstell- 
here, di e wir ebenfalls dem Entgegenkommen der genannten F i rma ve rdanken ,  
verwendet.  Die Enzymkonzentra te  wurden nach der Methode yon Graft- 
mann 2 hergestellt,  nur fiihrten wit  die von diesem Autor  vorgeschlagene 
Adsorpt ion an Tonerde nicht durch. An deren Stelle engten wit die Ext r~kte  
an einer 01pumpe bei Zimmertemperatur  auf etwa 75~o ein, wobei grS~ere 
Mengen inerter Proteine koagulierten, welche abzentrifugiert  wurden. An- 
scheinend wirken diese Eiweil~stoffe als He~unkSrper, denn die durch diesen 

1 Mh. Chem. 78, 53 (1948). 
2 I-Ioppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 179, 41 (1928). 
3 Exper.  8, 137, 176 (1947). 
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Prozef} erhaltene Aktivit~tssteigerung war eine viel gr61~ere als nach der 
Volumsverringerung zu erwarten wiire. So konnten wir insbesondere bei 
Oberhefepr~iparaten hier eine Erh6hung der Aktivi t~t  bis auf das Fiinffache 
beobachten, womit unsere Pr~parate in ihrer Aktivi t~t  den yon Graflmann 
mit  I-Iilfe der Adsorptionsmethode erhaltenen sehr nahe kommen. Weitere 
Versuche fiber eine l%einigung der ]-Iefeproteinasen sind zur Zeit im Gange. 

Bestimmung der Fermentaktivit~t und deren Hemmung. Die Eiwei2spaltung 
dutch die I-Iefeproteinasen wurde unter Verwendung einer Modifikation 
der klassisehen Methode von Willstdtter und Grafimann 4 gemessen. Es 
wurde also der Zuwaehs der COOtK-Gruppen im Versuehsansatz dureh 
Titrat ion mi t  a]koholischer KO/-I in alkoholischer L6sung bestimmt, wobei 
aber an Stelle des yon den Autoren und auch frfiher yon uns 1 verwendeten 
Thymolphthaleins ein Mischindikator Phenolphthalein--Thymolphthalein 
im Verhaltnis 1 : 1 zur Anwendung gelangte; die Vorteile dieser Ab~inderung 
liegen in einer leichteren Erkennbarkeit  des Titrationsendpunktes und einer 
damit  verbundenen erheblich gr61~eren Genauigkeit der Bestimmung. Eine 
Untersuchung fiber die Anwendbarkeit  dieser Modifikation bei der Bestim- 
mung von Aminosauren, Peptiden und Proteinen soll zu gegebener Zeit an 
anderer Stelle ver6ffentlicht werden. Als Substrat wurde reinste Gelatine 
verwendet, die Spaltungsversuche wurden bei p~ = 5 und 40 ~ also unter 
den fiir das Ferment  optimalen Bedingungen vorgenommen. Die I-Iemm- 
stoffe wurden s~mtlich in destilliertem Wasser gel6st bei Versuchsbeginn 
zugegeben. 

] ~ r g e b n i s s e .  

Wir  f i ihr ten zwei Hauptversuchsre ihen  durch:  eine mi t  einem aus 

Unterhefe  und eine mi t  einem ~us Oberhefe gewonnenen Proteinase- 

pr~parat .  Die dutch  die Wirkstoffe bewirkten  perzentuel len t t e m m u n g e n  

n~ch 24 bzw. 48 Stunden l~ssen sich aus den beiden folgenden Tabellen 

ersehen. 

Tabelle 1. I - I e m m u n g  d e r  A k t i v i t ~ i t  d e r  U n t e r h e f e p r o t e i n a s e  
d u r e h  C h i n o n e .  40 ~ PE = 5,0 (Cibratpuffer), Werbe nach 24 Stunden 

und 48 Stunden (Werte in Klammern). 

Substanz 

Perzentuene t temmung der Gelatinespaltung 
bei verschleden molarer Konzentration der 

Wirkstoffe im Versuchsansatz 

2~5 . 1 0  - a  2,5.10 -4 

57 (43) 37 (26) 
52 (42) 34 (26) 

- -  3 0  ( 2 3 )  

- -  1 7  ( 1 3 )  

- -  2 6  ( 2 4 )  

p-]3enzochinon . . . . . . . . . . . . . . . .  . . .  
Toluchinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p-Xylochinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4-Methoxytoluchinon . . . . . . . . . . . . . .  
2,6-Diehlorbenzoehinon . . . . . . . . . . . .  
2,5-Dichlorbenzochinon . . . . . . . . . . . .  
1,2-1~aphthochinon . . . . . . . . . . . . . . . .  
1,4-Naphthochinon . . . . . . . . . . . . . . . .  
Lawson . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Thymochinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

4 I-Ioppe-SeyleI's Z. physiol. Chem. 188, 184 (1924). 

2 , 5  . 1 0  - 5  

6 (4) 
7 (2) 
4 (2) 
0 (0) 

10 (6) 
6 (4) 

25 (23) 
13 (10) 
12 (11) 
5 (4) 
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Die Protein~se aus Oberhefe verh~lt sich gegeniiber Ghinonen weit- 
gehend analog. 

Tabelle2. H e m m u n g  de r  A k t i v i t ~ t  de r  O b e r h e f e p r o t e i n a s e  d u r c h  
Chinone .  40 ~ pE ~ 5 (Citratpuffer), Werte nach 24 Stunden und nach 

48 Stunden (Werte in Klammern). 

Substanz 

Perzentuelle Hemmung der Gelatinespaltung 
bei verschieden molarer Konzentration tier 

Wirkstoffe ira Versuchsansatz 

2,5. 10 -3  2 ,5 .10  -4  2,5. 10 - 5  

p-Benzochinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Toluchinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
p -Xylochinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Thymochinon . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4-Methoxytoluchinon . . . . . . . . . . . . . .  
2,6 -Dichlorbenzochinon . . . . . . . . . . . .  
2,5 -Dichlorbenzochinon . . . . . . . . . . . .  
1,2-Naphthochinon . . . . . . . . . . . . . . . .  
1,4-Naphthochinon . . . . . . . . . . . . . . . .  
Lawson . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

66 (58) 
53 (47) 

38 (29) 
31 (25) 
30 (24) 
30 (26) 
2o (20) 

6 (4) 
5 (3) 
9 (4) 
3 (5) 
2 (0) 

11 (8) 
10 (7) 
30 (27) 
12 (10) 
10 (9) 

lqaphthazarin trod Methylnaphthazurin  waren ~uch in der niedrigsten 
oben angefiihr~en Konzentra t ion im Versuchsunsa~z nich$ in LSsung 
zu bringen. Sie wurden deshalb als gesi~ttigte LSsungen dem Ansatz 
hinzugeffigt, wodurch  eine Konzent ra t ion  yon  etw~ 2 , 5 . 1 0  -~ erreicht 
wurde. Sie zeigten aber auch unter  diesen Bedingungen eine bemerkens- 
werte Wirkung.  

Tabelle 3. I - I e m m u n g  de r  A k t i v i t ~ t  tier b e i d e n  
H e f e p r o t e i n a s e n  d u r c h  N a p h t h a z a r i n  u n d  
~ r  bei  de r  u n g e f g h r e n  
K o n z e n t r a t i o n  y o n  2,5. 10-6-molar  im Ver -  
s u c h s a n s a t z .  (Sonstige Bedingungen wie oben.) 

Substanz 

Naphthazarin . . . . . . . . . .  
~_VIethylnaphth azarin . . . .  

Perzentuelle Hemmung der 
Gelatinespaltung 4urch ]~efe- 

proteinasen 

Unterhefe Oberhefe 

17 (17) 17 (15) 
8 (6) 11 (11) 

Auger  den besprochenen Substanzen aus der Chinongruppe haben wir 
auch unter  der Ann~hme, d~I~ es sich bei den Hefeproteinasen wie beim 
Papa in  um Fermente  handle, die ftir das Zust~ndekommen ihrer Wirkung  
die Anwesenheit freier Sulfhydry]gruppen benStigen, Thiolreagentien, 

�9 und zwar Porphyrexid,  Jodessigsi~ure und N~tr iumarsenat  in analoger 
Weise auf die Gelatinespaltung einwirken ]assen. Porphyrex id  zeigte 
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keine Wirkung auf die Ak~ivitit der Fermente; hingegen konnte unter 
Anwendung vergleiehsweise hoher Konzentrationen yon Jodessigs~ure 
and Arsen&t eine betri~ehtliche Hemmung festgestellt werden. 

Tabelle 4. I-Iemmung tier A k t i v i t ~ t  d e r - b e i d e n  H e f e p r o t e i n a s e n  
du reh  Jode s s ig s~u re  und  N a t r i u m a r s e n a t .  40 ~ , p ~  5 (Citrat- 
puffer), Werte n~oh 24 Stunden und nach 48 Stunden (Werte in Klammern). 

Substanz 

Jodessigs~ture . . . . . . . .  
Natriumarsenat . . . . . . .  

Perzentuelle ~elnmung der Gelatinespaltung bei verschieden 
molarer Konzentration der Wirkstoffe im Versuchsansatz 

l]nterhefenproteinase 
2,5.10 -2 2,5.10 -a 

56 (57) 7 (5) 
52 (50) 8 (9) 

I Oberhefenproteinase 

2,5.10 -2 I 2,5.10 -3 

I 62 (60) 8 (6) 
39 (41) 3 (3) 

Wir haben schlieglich noch Versuche darfiber unternomlnen, ob die 
von uns beobachteten Hemmungen dutch Zusatz irgend welcher Reduk- 
tionsmittel aufgehoben werden k5nnen. Zu diesem Zweck i~nderten wir 
die Versuchsbedingungexi insoweit ab, als wir zuerst die I-Iemmstoffe 
mit einer gepufferten FermentlSsung ohne Substratzusatz inkubierten 
und erst dann das Reduktionsmittel in groBem 13berschuB gemeinsam 
mit dem Substrat zusetz~en. Unter Verwendung diesel" Versuehsanordnung 
konnte festgestellt werden, dab der Zusatz yon Natriumthiosulfat, 
Sehwefelwasserstoffwasser und Cysteinehlorhydrat in zehnfachem LTber- 
sehu$ gegenfiber dem Hemmstoff die Wirkung vSllig aufhebt, w~hrend 
mit l~atriumsulfit nur eine partielle Aufhebung der Hemmung beobachtet 
werden konnte. 

D i s k u s s i o n .  

Es wurde yon mehreren Autoren festgestellt, dab die Hefeproteinasen 
eine groBe Ahnliehkeit mit denl Papain zeigen. So werden in verschiedenen 
Lehrbfichern diese Fermente gemeinsam mit PapMn, Bromelin, Ficin und 
i~hnlichen Wirkstoffen zur Klasse der papMnartigen Enzyme zusammen- 
gestellt. Allerdings ist fiber die Substratspezifitiit der Hefeproteinasen 
gegenfiber niedrigeren Peptiden, welche ja heute geradezu das Kriterimn 
der Klassifikation der Proteinasen darstellt, noch nichts bekannt;  wit 
sind zur Zeit damit besch~ftigt, diese Frage zu kliren. Ein wesentlicher 
Unterschied zwischen Papain und den Hefeproteinasen muB jedoch fest- 
gestellt werden; die Hefeproteinasen lassen sich nur unter besonderen 
Umst~nden durch Blaus~ure aktivieren, wohingegen das Papain gegen- 
fiber dieser Aktivierung sehr empf~nglich ist. 

In der vorliegenden Versuchsreihe wurde nun im AnsehluB an unsere 
seinerzeitige analoge Arbeit fiber das Papain I die Einwirkung derselben 
Chinone auf zwei ~erschiedene ttefeproteinasen untersucht, und eine zwar 
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nieht quantitativ, aber qualitativ weitgehende l)bereinstimmung zwischen 
Papain und den ttefeproteinasen vorgefunden, nut  seheint das Pap~in 
allgemein das empfindliehere Ferment darzustellen. Auch zwisehen den 
beiden untersuehten ttefeproteinasen bestehen in ihrem Verhalten gegen- 
fiber den verschiedenen Hemmstoffen gewisse Untersehiede, die besonders 
bei Jodessigs~ure und ~atriumarsenat stark hervortreten. Wie welt 
die be~den Proteinasen als chemisch verschiedene Individuen angesproehen 
werden mfissen, kann bei den noch unreinen Pri~paraten nieht ent- 
s chieden werden. 

Ais bemerkenswert mSehten wir aueh hervorheben, dab sieh eine 
Reihe yon Parallelen zwisehen den Hemmwirkungen auf die Proteinasen 
und den seinerzeit yon uns gemessenen Hemmungseffekten auf das Waehs- 
turn yon I-Iefe 5 ergeben. Unter der nieht unwahrseheinlichen Annahme, 
dal~ die yon uns untersuchten Proteinasen physiologiseh nieht nur am 
Abbau, sondern aueh an der Synthese der Eiwefl~stoffe des Hefeorganismus 
beteiligt sind, w~re es gut vorstellbar, da~ die Hemmung dieser Proteinasen 
einen mal~gebenden Teilfaktor bei der Waehstumshemmung der Helen 
dureh Chinone darstellt. Zur Sieherstellung dieses Meehanismus bedarf 
es allerdings noeh weiterer genauer Untersuehungen. 

Die Wirkung der Chinone auf diese Proteinasen beruht sieherlich auf 
einer Reaktion der Chinone mit essentieUen SH-Gruppen. ttier sind 
grunds~tzlich zwei versehiedene mSgliche Meehanismen zu unterscheiden : 
Oxydation zweier benaehbarter SH-Gruppen zu  einer S--S-Bindung 
oder Kondensation des Chinons mit der SH-Gruppe, wie es yon K u h n  

und Beinert e bzw. yon Fieser und Fieser 7 besehrieben wnrde. Die voll- 
st~ndige Aufhebung der Hemmungserseheinungen dureh-Reduktions- 
mittel spricht fiir die erstere Formulierung. Allerdings l~l~t sich eine 
Kondensation aueh nieht vSllig aussehliel~en, da Natriumsulfit, ein 
Reagens ohne SH-Gruppen, nicht imstande ist, die Hemmung vSllig 
aufzuheben. Wenn man annimmt, dal~ das Ferment SH-Gruppen der 
Reagenzien dutch eine Ar t  Komplexbildung (Ferment...SH-Verbindung) 
fiir seine Wirkung ausniitzen kann, so kann man sehliel~en, dal~ der 
Prozentsatz der nieht dureh ~qatriumsulfit aufhebbaren Hemmung 
gleiehzeitig den Prozentsatz der dutch Kondensation ver~nderten SH- 
Gruppen darstellt, denn Sulfit w~re durch sein ]~eduktionsvermSgen 
ohne weiteres imstande, S--S-Briicken zu spalten. 

In einer uns leider nut  im Zentralblattauszug zuggnglichen Arbeit 
bezeichnen BlagoveschenJcy und Soro]cina 8 die dutch Chinone bewirkte 
ZerstSrung einer Hefeproteinase aus Mycoderma-Arten als irreversibel. 

Exper. 3, 327 (1947). 
G Ber. dtsch, chem. Ges. 77, 606 (1944). 
7 L. 2". Fieser und M. Fieser, Organic Chemistry. Boston. 1944. 
s Bull. Biol. M@d. exp. URSS 4, 176 (1937); Chem. Zbl. 1938II, 869. 
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Dieser yon mlseren Beobachtungen verschiedene Befund lgl~t sich viel- 
leicht mit dem unterschiedlichen Ursprung des yon den Autoren unter- 
suchten Fermentprgparats erklgren. 

Zusammenfassung. 
Es wurde die hemmende Wirktmg verschiedener Derivate yon Benzo- 

chinon und Naphthochinon sowie einiger Thiolreagentien auf die Gelatine- 
spaltung durch zwei ttefeproteinasen aus Oberhefe und Unterhefe ge- 
messen. Die Hefeproteinasen verhMten sich sehr i~hnlich und zeigen 
weiters gro~e Analogien gegenfiber der Hemmb~rkeit des PapMns durch 
dieselben Wirkstoffe. Es besteht welters eine gewisse ~bereinstimmung 
zwischen den wachstumhemmenden Effekten der Chinone gegenfiber 
der Here und deren Hemmeffekte auf die Aktivitgt der Proteinasen; 
es erscheint abet noch verfrfiht, aus diesen P~rallelen bindende Aussagen 
fiber einen Zus~mmenhang zwischen den beiden Erscheinungen zu machen. 

Die beschriebenen I-Iemmungen lassen sich durch Zugabe yon Re- 
duktionsmitteln im ~berschul~ ganz oder teilweise riickggngig machen. 

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 79/6. 38 


