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I. Einleitung

Kostytschew (1907, 1908, 1910) untersuchte als erster die Atmung
von Agaricus campester, deren anaerobe Form «einen vollkommen eigen-
artigen Prozel» darstelle, welcher von der alkoholischen G#rung durchaus
verschieden und ebensowenig wie die CO,-Abgabe des Pilzes unter aeroben
Bedingungen auf eine Zuckerveratmung zuriickzufiihren sei. Erst vierzig
Jahre spiter erfuhren die den respiratorischen Vorgingen des Kultur-
champignons zugrunde liegenden Stoffumwandlungen weitere Beachtung
(Quillet et Legrand, 1952a, 1952b, 1952¢), wonach die Biosynthese von
Mannit, der moglicherweise mit dem Atmungsstoffwechsel in direkter
Beziehung steht, aus Glycogen iiber eine Reihe von Zwischenprodukten
als wahrscheinlich betrachtet und das schon von Kostytschew (1908)
erwihnte vollstindige Fehlen reduzierender Zucker im Fruchtkorper
ebenfalls festgestellt wird. Das Material der endogenen Atmung ist bei
Pilzen ganz allgemem nicht bekannt, und Messungen des respiratorischen
Quotienten weisen auf Oxydation von Lipiden hin (Cochrane, 1958).

Im Gegensatz zu den spérlichen Kenntnissen iiber eigentliche At-
mungsvorginge von Agaricus campester sind die Phenoloxydasen des
Pilzes, deren wichtigste physiologische Bedeutung in ihrer Funktion als
Terminaloxydase der normalen Atmung liegen soll (vgl. Leuthardt,
1959; hingegen James, 1953b; Mason, 1955), genauer untersucht
(Keilin and Mann, 1938; Mallette et al., 1948; Voinovitch, 1951;
Legrand, 1954).

Kostytschews elgenartlge Beobachtungen der tiefe RQ der Grund-
atmung von Pilzen im allgemeinen, das Fehlen einer entsprechenden
Atmungsstudie iiber Fruchtkorper von Basidiomyceten iiberhaupt und
die ungeklirte respiratorische Rolle der Phenoloxydasen lieBen es als
winschenswert erscheinen, die den Abbau endogenen und exogenen Sub-
strates bewirkenden Atmungsmechanismen des Kulturchampignons nach
dem bekannten Hefe-Muskel-Schema zu untersuchen, um so die An- oder
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Abwesenheit gleicher oder &hnlicher Vorgiinge zu verifizieren und die be-
grenzenden Faktoren der Atmungsintensitit zu eruieren; schlieBlich ist
auch zu entscheiden, inwiefern die Tyrosinase des Pilzes im intakten
Plectenchym als Terminaloxydase funktioniert.

Um die strukturelle Integritéit des Versuchsmaterials moglichst zu
gewéhrleisten, werden in der vorliegenden Arbeit simtliche Experimente
nach der Gewebeschnittmethode durchgefiihrt. Diese ist zwar nicht bei
allen Problemstellungen respiratorischer Vorginge anwendbar, liefert
aber gegebenenfalls Resultate, die dem Verhalten des ganzen Organismus
adédquater als solche von Untersuchungen mit Gewebebrei sind, da bei der
Herstellung von Homogenaten normalerweise in situ getrennte Zell-
bestandteile miteinander in Beriihrung kommen, das terminale Atmungs-
system oft zerstort wird, was die Zugabe eines entsprechenden Wasser-
stoffakzeptors bedingt, und da auch andere irreversible -Alterationen auf-
treten konnen. Im Gegensatz zu Untersuchungen mit Partikelfraktionen
verlangt die Interpretation von Versuchsresultaten, welche mit der Ge-
webeschnittmethode ermittelt werden, besondere Beriicksichtigung der
Permeabilitdtsfrage, wobei es schwierig ist, zwischen der Unfihigkeit der
Zelle, ein exogenes Substrat zu veratmen, und der Moglichkeit, daB dieses
infolge besonderer Grenzflichenstrukturen gar nicht in die Zellen ein-
dringt, zu entscheiden. Experimente, in welchen auf Zugabe von Sub-
straten, Antimetaboliten usw. ins Suspensionsmedium keine am Gasstoff-
wechsel feststellbare Reaktion erfolgt, sind dann nicht als Beweis fiir oder
gegen die Richtigkeit einer Hypothese zu betrachten, falls nicht auf an-
derem Wege festzustellen ist, daB die Zellen die betreffende Substanz auch
wirklich aufzunehmen vermégen. ' "t

II. Material und Methodeh

Versuchsobjekt. Fiir simtliche Experimente wurden solche Fruchtkérper auSgeWé{hIt,
die eine totale Héhe von zirka 4 cm aufwyi‘ésen und sich im Stadium der ZerreiBen_s des
Velum partiale befanden. Nachdem ein Vorversuch ergab, daB zwischen der Atmungs-
intensitét von Stiellaings- und Hutquerschnitten kein wesentlicher Unterschied besteht,
gelangte stets Mycelium der Hutregion, jedoch ohne Lamellen, zur Messung. Die mit dem
Mikrotom hergestellten kreisfsrmigen Plectenchymschnitte hatten eine Dicke von 0,65 im
und eine Flache von 25 mm?. o ‘ s

Guaswechselmessungen. Sie erfolgten manometrisch nach der «direkten Methodes von
Warburg, wie sie Umbreit, Burris und Stauffer (1949) beschreiben. Bei einem
Gesamtflissigkeitsvolumen der Rea,k_tionsgefé,ﬁe von 3,2 ml, wobei dasjenige von 20
Plectenchymschnitten eingerechnet ist, enthielt der zentrale Einsatz 0,2 ml KOH (20'%)
beziehungsweise H,0 in den Rezipienten zur C0,-Bestimmung. Die Qo, - und Qcg, - Wert_é
beziehen sich auf das Trockengewicht (in mg), und bei Zahlenangaben wird auf das
Minuszeichen von Q02 und des RQ verzichtet.

Die Temperatur der Thermostatenfliissigkeit betrug, sofern im ‘experimentellen Teil
nicht besonders erwahnt, 30 °C. : : '
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Trotzdem ein Vorversuch gezeigt hatte, daB sich keine Steigerung der Sauerstoff-
aufnahme durch Erhéhung der Schiittelfrequenz von 70 auf 120 ergab, wurde diese stets
auf n = 120/Minute eingestellt, um gegebenenfalls auch bei héherer Atmungsintensitat
eine von der Schiittelgeschwindigkeit unabhéngige GroBe der Sauerstoffaufnahme zu
garantieren.

Die Experimente, je mindestens im Doppel durchgefiihrt, erstreckten sich meistens
iiber einen Zeitraum von 3 Stunden; die ersten Messungen erfolgten nach einer Aqui-
librierungszeit von 15 Minuten, wahrend der die Manometer mit den Warburggefalen
in der Thermostatenwanne bei offenem Hahnen geschiittelt wurden.

Applikation der Inhibitoren. Als Lésungsmittel fiir die Hemmstoffe diente meistens
Puffer, dessen Zusammensetzung und wenn mdéglich auch Konzentration mit dem Sus-
pensionsmedium im ReaktionsgefaB iibereinstimmten. Abgesehen von einigen Ausnahmen
wurde stets 0,3 ml der Inhibitorlésung in die Ansatzbirne des Warburggefal3es pipettiert
und dann wahrend des Versuches, nach Erreichen eines linearen Atmungsverlaufes der
Schnitte, in den Hauptraum, welcher 2,7 ml Fliissigkeit enthielt, gekippt, so daB die End-
konzentration im Warburggefal, auf welche sich simtliche Zahlenangaben bei Versuchen
mit Hemmstoffen beziehen, ein Zehntel der verwendeten Ausgangslosung betrug. Die
Kontrollen enthielten im Seitenarm nur Puffer,

Substratkonzentrationen. Alle zu priifenden Atmungssubstrate waren 10-2 m (End-
konzentration im ReaktionsgefaB).

Prozentuale Berechnung der Verdnderungen von Gaswechselgrofien. Sofern im experi-
mentellen Teil nicht besonders erwédhnt, werden die nach Futterung von Substraten
oder Einwirkung von Hemmstoffen auftretenden Zu- oder Abnahmen der betrachteten
GaswechselgroBen stets auf die entsprechenden Werte vor Applikation des zu priifenden
Stoffes bezogen, wobei das Pluszeichen vor der Prozentzahl Steigerung und das Minus-
zeichen Hemmung oder Abnahme bedeutet.

Im Zeitpunkt des Zukippens von Losungen aus der Ansatzbirne ins Suspensions-
medium, welcher in den Kurven durch einen senkrechten Pfeil angezeigt wird und eine
Stunde nach Versuchsbeginn eintritt, ist immer schon wéhrend 30 bis 40 Minuten linearer
Atmungsverlauf erreicht.

Suspensionsmedium. 1. Konzentration: Die Zellsaftkonzentration von Agaricaceen
ist, wie Lapicque (1927) feststellte, gering im Verhiltnis zu andern Landpflanzen und
etwa derjenigen von SiiBwasseralgen gleich. Insbesondere erhielt dieser Autor mit Zellsaft
des Hutmyceliums junger Exemplare von Agaricus campester, die sich genau in dem Ent-
wicklungszustand befanden, welchen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pilze
aufwiesen, eine Gefrierpunktserniedrigung von 0,76 °C, was einer Teilchenkonzentration
aller im Zellsaft gelosten Substanzen von etwa 0,4 «m» entsprechen wiirde.

Um durch eventuelles Auftreten von Plasmolyse hervorgerufene Anderungen der
Atmungsintensitiat zu verhindern, muf3 man eine méglichst geringe Konzentration des
Suspensionsmediums withlen, wobei zur Beurteilung des osmotischen Effektes die Total-
konzentration aller gelésten Partikel maBgebend ist. Berechnet man die Teilchenkonzen-
tration von 0,1 m Phosphatpuffer, pH 6,0, so ergibt sich ein entsprechender Wert von
zirka 0,2 «m». Da sich im Hauptraum der Gefale aber oft noch Substrate, Hemmstoffe
usw. befinden, erweist sich obige Phosphatlésung als zu konzentriert, wenn man osmo-
tische Wirkungen der Salze von vornherein vollig ausschalten will, weshalb die Puffer-
konzentration des Standardsuspensionsmediums schlieBlich mit m/30 festgelegt wurde.

2. Zusammensetzung: Eine Reihe von Vorversuchen, deren Dauer 60 Minuten betrug,
zeigte, daB die Sauerstoffaufnahme der Pilzschnitte in Phosphat- beziehungsweise Phthalat-
puffer sowohl bei Grund- als auch bei Glucoseatmung je gleich gro3 war. So ergab sich
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zum Beispiel mit Glucose als Substrat in den beiden gepriiften Suspensionsmedien bei
pH 6,0 je ein Qo,-Wert von 3,87. Auch unter anaeroben Bedingungen konnte man keine
am Gasstoffwechsel feststellbare verschiedene Wirkung von Phosphat- und Phthalationen
bemerken. Da sich aber bei léngerer Versuchsdauer in Phthalatpuffer ein eher etwas
stdrkeres Absinken der endogenen Atmung als im Phosphatpuffer ergibt, wurde dieser
als Standardsuspensionsmedium gewihlt. Sofern bei bestimmten Problemstellungen ein
anderer Puffer Anwendung fand, ist dies im experimentellen Teil besonders vermerkt.

3. Aziditat: Messungen der Atmungsrate in der pH-Reihe 4,8—6,0—7,0 ergaben
mit und ohne Glucosefiitterung keine Abhéngigkeit der Sauerstoffaufnahme von der
Aziditat des Mediums. Ein Ergénzungsversuch bei pH 4,8, 5,7 und 6,6 lieB iiberdies
ebenfalls keinen EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Mannoseaufnahme
erkennen (kolorimetrische Bestimmung des Zuckers mit dem Anthronreagens).

Vergleicht man jedoch die Sauerstoffaufnahme mit Glucose gefiitterter Schnitte
(Tab. 1) bei-den pH-Werten 6,0, 4,8, 4,0, 3,5 (mit K-Hydrogenphthalat und NaOH
bzw. HCI eingestellt), so ist mit hoherer Wasserstoffionenkonzentration eine deutliche
Abnahme wvon QO, festzustellen, wobei noch zu erwihnen wire, daB bei pH 4,0 und
3,5 die Atmungsintensitéten in der dritten Versuchsstunde noch um rund 30 9, beziehungs-
weise 60 % geringer sind als in den ersten 60 Minuten, auf welche sich die Zahlenangaben
der Tabelle 1 beziehen; die Sauerstoffaufnahme bei pH 4,8 und 6,0 aber bleibt wiahrend
der ganzen Versuchsdauer konstant.

Tabelle 1
Abhéngigkeit der O,-Aufnahme von der Aziditat des,Suspensionsmedimns
pH Qo, %
6,0 3,60 100
4,8 3,56 99
4,0 2,29 64
3,6 2,09 58

Diese Versuchsergebnisse bestitigen die bei einer groBen Zahl von pflanzlichen
Objekten gemachte Beobachtung, wonach die Atmungsintensisit im Bereiche von
pH 5-7 (James, 1953a) von der Aziditit des Suspensionsmediums, welche im iibrigen
nichts iiber die in der Zelle tatsiéchlich herrschenden pH-Verhaltnisse, unter denen die
einzelnen Teilreaktionen der Atmung verlaufen, aussagt, unabhéngig sein soll.

Im Unterschied zur Sauerstoffaufnahme erweist sich der Qco,-Wert sowohl unter
anaeroben als auch unter aeroben Bedingungen trotz Beriicksichtigung der durch Erho-
hung des pH hervorgerufenen Retention von CO, als stark von der Wasserstoffionen-
konzentration abhangig. Wihrend die durchschnittlichen RQ-Werte der Grund- und
Glucoseatmung bei pH 4,8 etwa 0,7 beziehungsweise 0,9 betragen, sinken sie bei pH 6,0
auf etwa 0,6 beziehungsweise 0,7. Auf das gleiche Phanomen wird von Bonner und
Wildman (1946) hingewiesen, und eine Erklarung dafiir steht noch aus.

Die Unabhéngigkeit der Sauerstoffaufnahme von der &uBern Wasserstoffionen-
konzentration im obenerwihnten Aziditatsbereich, die unerwiinschté Erniedrigung des
RQ bei hoheren pH-Werten sowie die Tatsache, daB viele Hemmstoffe der Atmung
Sauren sind, bei deren Anwendung aus Griinden der Permeationsgeschwindigkeit ein
moglichst groBer Anteil der wegen Verhinderung osmotischer Effekte stets niedrig zu
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wihlenden Gesamtinhibitorkonzentration als undissoziierte Molekel vorliegen soll, legen
es nahe, das pH des Standardsuspensionsmediums auf 4,8 einzustellen. Ausnahmen werden
im experimentelleri Teil besonders erwahnt.

Vorbehandlung des Versuchsmaterials. Da uninfiltrierte Schnitte frischer Fruchtkérper
bei einem RQ von 0,88 kaum oder schlecht auf Zugabe verschiedener Zucker reagierten,
was auf Diffusionsschwierigkeiten und dem Vorhandensein groBer Mengen endogenen
Substrates beruhen konnte, mufite eine passende Vorbehandlung gefunden werden. Ihr
Ziel besteht darin, einen solchen physiologischen Zustand der Zellen hervorzurufen, in
welchem sie auf Zugabe von Substraten oder Antimetaboliten mit maximaler Steigerung
oder Hemmung des Gaswechsels reagieren. Dazu werden drei MaBnahmen in Betracht
gezogen: :

a) Infiltration der Schnitte vor Versuchsbeginn (I).

b) Aufbewahren der intakten Fruchtkérper im Kiihlschrank bei etwa 5 °C wahrend
18 Stunden, was einem einfachen Starvation gleichkommt (K).

¢) Suspension der Schnitte in Phosphatpuffer (pH 6,0; m/30) bei 10 bis 15 °C wéhrend
18 Stunden, unter gleichzeitiger Durchliiftung (S).

Durch die letztgenannte MaBnahme soll wie bei b eine Verringerung der inneren
Reserven an Atmungsmaterial erreicht werden, bevor die Zellen zur Messung gelangen.

Wollte man die Wirkungen dieser verschiedenen Moglichkeiten der Vorbehandlung
auf die Atmung streng quantitativ beurteilen, so miiten theoretisch 23 =8 Kombinationen,
wobei 2 davon, Nrn.1 und 5, jedoch praktisch undurchfithrbar sind, gegeneinander
abgewogen werden (Tab.2). Ein Vergleich der entsprechenden Versuchsresultate wiirde
es erlauben, die fiir maximale Reaktionsbereitschaft zur Veratmung exogenen Substrates
ginstigste Vorbehandlung zu bestimmen.

Tabelle 2

Versuchsschema zur Ermittlung der geeigneten Vorbehandlung

Nr. I K S
(1) (43 (4} (+)
2 + + —
3 - — -+
4 + e et
f (5) (—) (+) (+)
6 —_ - -
7 - — +
8 En _ Zer

Da das Hauptinteresse hier aber den bei Agaricus campester funktionierenden At-
mungsvorgéngen und nicht rein quantitativen Veranderungen der GaswechselgroBen
nach Einwirkung bestimmter AuBlenfaktoren, deren Angriffspunkte im Schema der Abbau-
mechanismen schwierig zu lokalisieren sind, gilt, wurde die fiir den gewiinschten Zweck
beste Vorbehandlung auf folgende Weise ermittelt: '

Versuche entsprechend Nrn. 4 und 8 fallen weg, weil sie eine bloe Infiltration be-
ziehungsweise keine Eingriffe von auBen verlangen, deren Notwendigkeit aber durch das
obenerwahnte Experiment dargelegt wird. ‘
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Untersuchungen gemaB Nrn. 6 und 7 geben Auskunft iiber die Wirksamkeit der in
Betracht gezogenen Methoden, vor Beginn der Messungen eine méglichst geringe Konzen-
tration des endogenen Substrates zu bewirken. Da die in Phosphatpuffer suspendierten
Schnitte nach 18 Stunden aber etwas infiltriert sind, nicht aber die von im Kiihlschrank
aufbewahrten Pilzen hergestellten, lieBe sich der Einflu der beiden Starvationmethoden
auf die Bereitschaft des Hutmyceliums, spiter zugegebenes Substrat rasch zu veratmen,
wegen des verschiedenen Infiltrierungszustandes bei diesen Kombmatlonen der Vorbe-
handlungsmethoden nicht eindeutig ermitteln.

Versuche schlieBlich, welche Nrn. 2 und 3 entsprechen, ergaben folgende Resultate
(Fig. 1a, Fig. 1b): Bei gleicher Anzahl wihrend 5 Minuten infiltrierter Plectenchym-
schnitte, die von gleichzeitig gepflickten Pilzen stammten und deren Trockengewichte
trotz der verschiedenen Vorbehandlung véllig iibereinstimmten, ist die Sauerstoff-
aufnahme nach Vorbehandlungsmethode S um rund 35 %, héher als bei K, und die prozen-
tuale Atmungssteigerung nach Zugabe von Glucose ist im ersten Fall auch deutlich groBer.
Hingegen ergibt.sich bei der Behandlungsart Nr. 2 ein hoherer RQ.

z

2001

100+

> (min)

100 150

Figur la

Einflu} der Vorbehandlung auf die GaswechselgréBen

O O,-Aufnahme | S .
O———0 €O,-Abgabe } Kombma.tioanr.Z

Diese Versuchsergebnisse, die oben gemachten Erwagungen, die Tatsache, daB der
RQ auch ganz frischer, uninfiltrierter Schnitte nicht 1 betragt, wenngleich er héher als
bei Methode Nr. 3 ist, und die Feststellung, daB Glucose die Atmung starker steigert,
wenn man langer infiltriert, fithrten zu folgender Standardmethode der Vorbehandlung:

Suspension der gewaschenen Schnitte in m/30 Phosphatpuffer von pH 6,0 wihrend
18 Stunden unter Durchliiftung. Unmittelbar vor Einfiillen in die Reaktionsgefie erfolgt
Vakuuminfiltration des Versuchsmaterials mit fI‘lSCth Puffer wahrend 10 Minuten bei
einem Druck von zirka 1/,, Atm.- i ' .

Es stellte sich spéater heraus, daB auch destilliertes Wasser zﬁr‘Suspension‘der Schnitte

verwendet werden kann, ohne daB sich ein am Gaswechsel gemessener Unterschied fest-
stellen lieBe.
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N,-Atmosphdre. Sie wurde durch Desoxygenisieren der ReaktionsgefiBe mittels
technisch reinen Stickstoffs (99,59%) wéahrend einer Dauer von 5 Minuten hergestellt.

Da bei einem Gérungsversuch, in welchem das Zentralgefa Kalilauge enthielt, nach
einer Durchgasungszeit von 5 Minuten wihrend der ersten Versuchsstunde keine Gasauf-
nahme mebr erfolgte und in der zweiten und dritten am Manometer eine Druckabnahme
von je einem Teilstrich festzustellen war, sich jedoch auch nach Verdoppelung der Des-
oxygenisierungsdauer dasselbe Resultat ergab, darf man annehmen, daB unter den gege-
benen Bedingungen keine reinere Stickstoffatmosphére herzustellen ist. Die geringe
Druckveranderung kénnte auf Aufnahme von in technisch reinem Stickstoff noch vor-
handenem Sauerstoff beruhen, ist aber so gering, daB praktisch nur noch Garung vorliegt.

Chromatogramme. Es wurde in allen Fillen mit dem Mixer zerkleinertes Material
ausgezogen und nach Angaben von Cramer (1958) chromatographiert. -

Zucker: Extraktion mit 509 Alkohol. Filtrat zur Entfernung der braunen Farbe
mit Anionenaustauscher (Dowex 1) behandelt, im Vakuum auf ein kleines Volumen
eingedampft und absteigend mit Athylacetat — Eisessig - Wasser (3:1:3) als FlieBmittel
chromatographiert. Entwickler: Anilinphthalat.
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Figur 1b

EinfluB der Vorbehandlung auf die GaswechselgréBem

® ——e@ O,-Aufnahme | T
e ——— e CO,-Abgabe | Kombination Nr. 3
Phosphorséaureester: Extraktion mit kalter TCA (49%). Filtrat mit Kationenaus-
tauscher (Dowex 50) behandelt, auf ein kleines Volumen eingedampft und absteigend
auf gewaschenem Papier mit n-Propanol — konzentriertem Ammoniak — Wasser (6:3:1)
chromatographiert. Entwickler: Perchlorsiaure-Ammonmolybdat und UV.
Mannit: Nach der Extraktion Filtrat zweimal mit konzentriertem Alkohol behandelt,

so daB Kristalle (Mannit) ausfallen. Diese in Wasser gelost und mit Butanol — Essigsiaure —
Wasser — konz. HCl (20:5:25:1) chromatographiert. Entwickler: Vanillin.
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ITI. Experimentelle Ergebnisse
1. Gaswechselgrofen
a) Aerobe Atmung

Der zeitliche Verlauf der endogenen Atmung, definiert als der Gas-
austausch der Zelle in Abwesenheit 4uBBeren Substrates, und der Glucose-
atmung, worunter hier die bei Fiitterung von Glucose auftretende totale
Sauerstoffaufnahme, das heifit unter Beriicksichtigung einer eventuell
noch gleichzeitig vorhandenen Veratmung inneren Substrates, verstanden
sein soll, ist in Figur 2 dargestellt. Wéahrend bei Glucosefiitterung inner-
halb eines Zeitintervalls von 3 Stunden nie eine Abnahme der Grofle der
Sauerstoffaufnahme bemerkt werden konnte, 148t die Grundatmung bei
gleicher Versuchsdauer stets ein langsames Absinken ihrer Intensitét er-
kennen. Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, daf3 die durchschnittliche Abnahme
etwa 159, betrigt, ein Wert, der mit demjenigen von Schiittelkulturen des
Myceliums von Scopulariopsis brevicaulis (Macmillan, 1956) iiberein-
stimmt.
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Figur 2

Zeitlicher Verlauf von Grund- und Glucoseatmung

® ——@ kein exogenes Substrat
O——0 Glucosefiitterung
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~Tabelle 3
Prozentuale Abnahme der Intensitét der endogenen Atmung bei lingerer Versuchsdauer

Nr 0,-Aufnahme (zl) Abnahme
' 1.Stunde | 8.Stunde °/o
1 . 71,5 62,0 13
2 57,0 46,0 19
3 43,0 38,0 . 12

34 Experimente (Tab. 4), deren Material immer je von einer verschie-
denen Pilzsendung herstammte und daher, trotz gleicher Auswahl und
Behandlung im Laboratorium, in bezug auf das Alter nicht ganz homogen
war, zeigten einen in der ersten Versuchsstunde gemessenen mittleren
Qo,-Wert der endogenen Atmung von 2,48. Die aus 30 andern Untersu-
chungen (Tab. 5) berechnete GroBe von Q, bei Glucosefiitterung ergab
einen Durchschnitt von 3,83; die atmungssteigernde Wirkung von Glu-
cose ist unverkennbar und betrigt mehr als 509.

Tabelle 4 Tabelle 5

RQ-Werte der endogenen Atmung RQ-Werte der Glucoseatmung

Nr. Q,, Qeo, RQ Nr. Q,, Qo RQ
1 1,89 1,26 0,67 1 4,13 3,74 0,90
2 1,86 1,38 0,74 2 3,86 3,64 | 0,94
3 2,06 1,44 0,70 3 3,93 3,73 0,95
4 3,38 2,54 0,75 4 2,92 2,76 0,95
5 2,16 1,58 0,73 5 4,69 4,23 0,90
6 1,96 1,59 0,81 6 3,86 3,63 0,94
7 2,25 1,52 0,68 7 3,70 3,60 0,98
8 2,69 2,12 0,79 8 3,63 3,34 0,92
9 2,83 2,07 0,73 9 3,84 3,68 0,93

10 3,03 2,20 0,73 10 4,58 4,32 0,94

11 2,53 1,75 0,69 11 4,16 3,95 0,95

12 2,52 2,03 0,81 12 3,56 3,16 0,89

13 2,89 2,17 0,75 13 3,42 3,19 0,94

14 2,11 1,55 " 0,74 14 3,82 3,52 0,92

15 2,82 2,06 0,73 15 4,57 4,11 0,90

16 2,39 1,74 0,73 16 3,90 3,55 0,91

17 2,69 2,18 0,81 17 4,08 3,809 | 0,95

18 2,87 2,30 0,80 '

19 2,78 2,10 0,76

Figur 3 stellt die Resultate graphisch dar, wobei die Einzelwerte hie-
fiir in Klassen zusammengefaf3t worden sind (f = Frequenz; v = Klassen-

wert).
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Figur 3
Qoz-Werte der Grund- und Glucoseatmung

Die GroBe der Grundatmung von Agaricus campester entspricht somit,
wie Versuche mit andern Objekten unter gleichen Bedingungen und bei
gleicher Bezugsgrofe erkennen lassen, etwa derjenigen von Boletus edulis,
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Figur 4
- RQ-Werte der Grund- und Glucoseatmung
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ist doppelt so gro wie diejenige von Blittern von Coffea arabica und dem
dreifachen Wert von Kartoffelgewebe gleich.

Die in verschiedenen Versuchen ermittelten respiratorischen Quo-
tienten der Grund- und Glucoseatmung sind in den Tabellen 4 und 5 zu
finden und in Figur 4 unter Zusammenfassung einzelner Werte in Gruppen
dargestellt; zur Berechnung der Standardabweichung ¢ hingegen wird
von einer solchen Klassenbildung Abstand genommen.

Fiir die endogene Atmung gilt:
RQ = 0,74, wobei ¢ = -+ 0,04;
und fiir die Glucoseatmung erhélt man:
RQ = 0,93; ¢ = 4 0,02.
Der Unterschied ist hoch signifikant, und es muB deshalb angenom-
men werden, daB der Grund- und Glucoseatmung sicher nicht in allen

Teilen identische Abbaumechanismen und eventuell auch nicht iiberein-

stimmende andere den Gasstoffwechsel beeinflussende Vorginge zugrunde
liegen.

Lc
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Figur 5
Zeitlicher Verlauf der Géarung
(Mannosefiitterung)

b) Anaerobe Atmung

Die Gdrungsgrofe ist noch weit mehr, als dies fiir die Intensitit der
aeroben Atmung zutrifft, vom Alter des Plectenchyms abhingig, weil
Pilze, welche erst 3 Tage nach dem Pfliicken zur Messung gelangen, in
Stickstoffatmosphiire nur noch minimale Mengen von Kohlendioxyd ab-
geben. Der Garungsverlauf (vgl. Fig. 5) 148t sich mit und ohne exogenes
Substrat erst nach etwa 60 Minuten, dann also, wenn unter aeroben Be-
dingungen schon lingst Linearitit der Atmung erreicht ist, durch eine
Gerade darstellen, so dafl es fraglich ist, ob die anfiinglich gekriimmte
Kurve lediglich auf einer verspiteten Einstellung des Temperaturgleich-
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gewichtes zwischen Thermostatenflisssigkeit und Objekt beruht. Es
scheint viel eher angezeigt, hiefiir zum mindesten auch teilweise die Tat-
sache des Austritts zelleigener Substanzen ins Suspensionsmedium,
welcher durch das nach Aufenthalt in Stickstoffatmosphére im Vergleich
zu Kontrollen in Luft stets um mehr als 159, geringere Trockengewicht
der Schnitte festgestellt wurde, verantwortlich zu machen, um so mehr als
die GédrungsgroBe nicht einmal einen Drittel der CO,-Abgabe unter
aeroben Bedingungen erreicht, wie dies bei gleichen Mengen metabolisier-
ten Substrates zu erwarten wére. Der aus dem linearen Kurventeil von 6
beziehungsweise 10 Versuchen berechnete Qfy -Wert betriigt 0,28 ohne
exogenes Substrat beziehungsweise 0,53 bei Glucosefiitterung. Dextrose
148t sich ohne Verdnderung der Gérungsgréfe durch Mannose ersetzen.

2. Potentielle Atmungssubstrate
a) Zucker und Glucosamin

Uber die Fihigkeit verschiedener Zucker und des Glucosamins, die
Sauerstoffaufnahme des Plectenchyms zu steigern, gibt Tabelle 6 Aus-
kunft, wobei die Einzelwerte auf die néchste Fiinferzahl auf- oder abge-
rundet sind. In Kolonne 3 ist die Eignung einiger dieser Zucker, als C-
Quelle fiir Myceliumwachstum zu dienen, nach Untersuchungen von
Treschow (1944) und Umrechnung der Resultate (Cochrane, 1958)

Tabelle 6

Fahigkeit verschiedener Zucker und des Glucosamins, als Atmungssubstrat zu dienen

Steigerung
Substrat Vm:/?o, wiltmum
Glucose ................ + 70 100
Mannose ................ +80 —
Galactose ............... 0 73
Fructose ................ +80 95
Glucosamin ............. +50 —_
.64 [ B S P 4-55 132
D-Ribose .......... st 0 - —
L-Arabinose ..... e 0 109
D-Arabinose ......... o + 5 —
Maltose ................ 0 73
Saccharose ........ A —20 68

unter Festsetzung des Wachstumsertrages auf Glucose durch die Zahl 100
dargestellt. Ein Vergleich dieser Werte mit den durch die betreffenden
Substanzen im Hutplectenchym hervorgerufenen Atmungssteigerungen
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zeigt, dal} keineswegs immer Proportionalitit zwischen der das Mycelium-
wachstum steigernden Fihigkeit bestimmter Zucker und den durch sie
hervorgerufenen Erhohungen der Atmungsintensitit besteht, wie dies im
groflen ganzen zu erwarten wire, indem ein Pilz, falls er auf einem be-
stimmten Substrat wichst, dieses auch zu oxydieren vermag (Tami ya,
1942). Dies gilt besonders fiir L-Arabinose, welche die Atmung nicht oder
kaum steigert, jedoch eine ausgezeichnete Quelle fiir Myceliumwachstum
darstellt. Ein Grund fiir diese fehlende Ubereinstimmung kann darin lie-
gen, daf} die aus Versuchen mit Mycelium ermittelten Resultate, die stets
von Nihrmedien herstammten, auf welchen nie eine Fruktifizierung fest-
gestellt werden konnte, nicht ohne weiteres auch fiir das Fruchtkdérper-
wachstum und die daraus zu postulierenden Atmungsvorginge repriisen-
tativ sein miissen. Auflerdem ist ein unterschiedliches Fermentsortiment
oder doch eine verschiedene quantitative Verteilung der Enzyme im ei-
gentlichen Mycelium und im Fruchtkérper sehr wohl maoglich, wie dies
zum Beispiel fiir Phenoloxydasen zutrifft, wobei unterschiedliche Aktivi-
taten sogar in einzelnen Teilen des Fruchtkérpers nachgewiesen wurden
(Legrand, 1954). — Hingegen ist zu beachten, da umgekehrt diejenigen
Zucker, welche im Fruchtkorperplectenchym erhebliche Atmungssteige-
rungen verursachen, nach den Angaben in Tabelle 6 immer auch gutes
Myceliumwachstum zeitigen. -

In allen Féllen, in denen nach Fiitterung potentieller Atmungs-
substrate eine Steigerung von Q_erfolgt, zeigen die Kurven fiir die Sau-
erstoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe schon nach spitestens 15 Mi-
nuten wieder linearen Verlauf, und die Atmungsrate bleibt dann bis zum
Versuchsende, also wihrend mindestens zweier Stunden, auf dem hohern
Niveau. Diese Substanzen werden demnach rasch in den Stoffwechsel auf-
genommen, und die-Annahme, da Galactose, Ribose und Arabinose blof
aus Griinden mangelnder -Zellpermeabilitit nicht zu Steigerungen der
Sauerstoffaufnahme fiihren, ist zum mindesten nicht wahrscheinlich, da
fiir Glucose, Mannose und Fructose sowie Xylose eine solche « Permeabili-
tétsbarriere» nicht vorliegt.

Auf die gegeniiber der Grundatmung um etwa 559, erhohte Sauer-
stoffaufnahme nach Glucosefiitterung ist schon in Kapitel 1 hingewiesen
worden. Wenn die Steigerung der Atmungsintensitit jetzt 709, betrigt,
so lieBe sich dies vielleicht auf die nicht ganz identischen Versuchsbe-
dingungen zuriickfiihren, da die Fiitterung hier erst 60 Minuten nach Ver-
suchsbeginn und nicht schon anfinglich erfolgte, wie dies bei den in
Kapitel 1 besprochenen Experimenten der Fall war, weshalb die spiter
geflitterten Schnitte ihre Reserven an innerem Substrat auch stirker ab-
gebaut hatten. Dafl diese Erhohung der Sauerstoffaufnahme nach Glu-
cosefiitterung tatsichlich auf einer Atmungssteigerung beruht, 1a8t sich
gut durch die sofort erfolgende Erhohung des RQ von 0,69 auf 0,94 nach-
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weisen. Der Wert 1,0 wird wie bel der frither erwihnten Versuchsreihe zur
RQ-Bestimmung bei Glucosefiitterung selten erreicht.

Interessant ist die Tatsache, daBB Mannose fiir den Pilz sowohl unter
aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen (vgl. Kap. 1) ein minde-
stens so gutes Atmungssubstrat wie Glucose darstellt, wihrend sie bei
héhern Pflanzen oft toxisch wirkt (James, 1953¢). So setzt Mannose zum
Beispiel die endogene Atmung von Tomatenwurzeln stark herunter und
hemmt die Veratmung von Saccharose, welche, fiir sich allein gefiittert,
eine starke KErhohung der Sauerstoffaufnahme zeitigt und die einzige
brauchbare C-Quelle fiir das Wachstum der abgeschnittenen Wurzel-
spitzen darstellt (Morgan and Street, 1959). Im Hutplectenchym von
Agaricus campester hingegen fiihrt Fiitterung von Saccharose nicht zur

geringsten Erhohung der Sauerstoffaufnahme und wirkt eventuell sogar
eher hemmend.

Galactose scheint im Gegensatz zu Fructose als Atmungssubstrat fiir
das Fruchtkérpermycelium nicht in Frage zu kommen, wenngleich nicht
ausgeschlossen ist, dal jener Zucker in geringen Mengen oxydiert wird,
weil er wenigstens das oft festgestellte Absinken der Grundatmung im
Laufe der Versuchsdauer (ca. 159%,) verhindert und der RQ nach Fiitte-
rung von 0,78 auf 0,84 stieg, so daBl man eine der endogenen Atmung
superponierte Oxydation von Galactose annehmen konnte.

Da Chitin «als eine Art Inkrustation» an der Zellwandbildung von
Agaricus campester teilnimmt (Proskuriakow, 1926) und ein lineares
Polymeres von N-acetylierten Glucosaminresten darstellt, war es interes-
sant, zu untersuchen, ob D-Glucosamin, als Glucosaminhydrochlorid ge-
fiittert, ein mogliches Atmungssubstrat des Pilzes sei. Dies trifft, wie Ta-
belle 6 zeigt, zu, wodurch eine Bedeutung dieses Aminozuckers auch im
normalen Stoffwechsel des Champignons zwar nieht bewiesen, aber doch
wahrscheinlich gemacht wird.

Bemerkenswert ist die gut ausgebildete Fah1gkelt des Pilzes, Xylose
unter Erhohung des respiratorischen Quotienten gegen den Wert 1 zu ver-
atmen. Der genaue Abbauweg dieses Zuckers ist noch nicht untersucht,
man nimmt jedoch an, daBl er als Pentosephosphat in den Pentoseshunt
eintritt (Cochrane, 1958). Die Frage, wieso hingegen Ribose, bei deren
Fitterung der RQ genau auf 0,67 verblieb, sowie D- und L-Arabinose den
Gasstoffwechsel praktisch mcht beeinflussen, 1aBt sich ohne weitere Un-
tersuchungen nicht befriedigend beantworten.

Eine nicht aus Permeabilititsgriinden fehlende Féahigkeit von Maltose
und Saccharose, die Atmungsintensitit zu steigern, vorausgesetzt, erge-
ben sich aus dem Verhalten dieser Disaccharide bei Fiitterung folgende
Interpretationsmoglichkeiten :

Da das Hutmycelium Maltose im Gegensatz zu Glucose bei nur un-
wesentlich erhéhtem RQ (Stelgerung von 0,75 auf 0,79) kaum veratmet,
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kann man ein Fehlen von Maltase zum mindesten in dieser Region des
Pilzfruchtkoérpers annehmen. Nicht uninteressant ist in diesem Zusam-
menhang die Tatsache, daB Agaricus campester im Unterschied zu vielen
andern Basidiomyceten weder Trehalose (Kostytschew, 1910) noch
Trehalase (Willstaedt et Borggard, 1946) enthilt und auch nicht fihig
ist, 1osliche Stirke als C-Quelle fiir Myceliumswachstum zu gebrauchen
(Treschow, 1944),

Das Fehlen einer atmungssteigernden Wirkung von Saccharose, wih-
rend Fiitterung von Glucose und Fructose je zu betréichtlicher Erhéhung
der Sauerstoffaufnahme fiihrt, spricht wie der Versuch mit Maltose fiir das
Nichtvorhandensein sowohl von a-Glucosidase als auch speziell von Sac-
charase im Hutplectenchym.

Diese Folgerungen und Erwigungen werfen sogleich die Frage nach
.der Art der Translokation von Kohlehydraten beim Champignon auf,
nachdem bekannt ist, daB bei hohern Pflanzen Saccharose die Trans-
portform der Zucker darstellt. Da bei Agaricus campester nie freie
Zucker, wohl aber Zuckerphosphate (siehe Kap. 3) festgestellt werden
konnten und die Aufnahme von Glucose in die Zellen wahrscheinlich
nicht einfach auf Diffusion beruht, sondern einen aktiven Vorgang, an
dem eine Phosphorylierung beteiligt ist, darstellt (Paech, 1953), kann
die Moglichkeit, dal Translokation von Kohlehydraten aus dem eigent-
lichen Mycelium in den Fruchtkérper in Form von Phosphorsiureestern
stattfindet, nicht von vorneherein ausgeschlossen werden, und es lieBe
sich denken, dal zum Beispiel Glucose von der Aufnahme durch das
Mycelium bis zur Bildung von Glycogen im Fruchtkorper, welche ja
durch Abspaltung von Phosphat aus Glucose-1-phosphat erfolgt, nor-
malerweise iiberhaupt nie frei auftritt.

Tabelle 7

Steigerung der Sauerstoffaufnahme nach Fiitterung von Phosphorsiaureestern
Steigerung
Substrat von Q,
%
Glucose-1-phospat ....... +10
Glucose-6-phospbat....... —10
Fructose-6-phosphat ..... +55
Fructose-1,6-diphosphat .. +20
Ribose-5-phosphat ....... —20
3-Phosphoglycerat ....... —15

b) Phosphorséureester

Wie Tabelle 7 zeigt, konnten deutliche Atmungssteigerungen lediglich
mit Fructose-6-phosphat und Fructose-1,6-diphosphat erzielt werden,

224



withrend Glucose-1-phosphat nur schwache Wirkung ergab. Es ist dem-
nach wahrscheinlich, dafl die beiden ersten Zuckerphosphate Interme-
difirprodukte des normalen Atmungsstoffwechsels des Hutplectenchyms
darstellen, eine Annahme, die auch dadurch gestiitzt wird, dal Fiitterung
von Fructose-6-phosphat den RQ von 0,76 auf 1,01 erhshte.

Die negativen Resultate mit den andern gepriiften Phosphorsiiure-
estern sind fiir irgendwelche Beweisfiihrung unbrauchbar, da die Durch-
lassigkeit des Plasmas fiir phosphorylierte Substanzen, welche vielleicht
auch mehr oder weniger selektiv sein kénnte, ganz allgemein schlecht ist,
und wie bei allen Fiitterungsversuchen, die kein positives Ergebnis zeigen,
muB man auch hier die Méglichkeit in Betracht ziehen, daB in den Zellen
bereits Séttigung mit dem betreffenden Substrat vorliegt, weshalb Zugabe
der gleichen Substanz die Atmungsgeschwindigkeit dann kaum zu be-
schleunigen vermag.

¢) Organische Sduren

Die obigen Bemerkungen iiber schlechte Permeation gewisser Test-
substrate, deren Zugabe ins Suspensionsmedium den Gaswechsel nicht
beeinfluBt, und mégliche Séttigung des Plectenchyms mit Verbindungen,
welche schon vor der Fiitterung nicht atmungsbegrenzend waren, gelten
speziell auch fiir Siuren. Mit Ausnahme von cis-Aconitsiure ist bei allen
in Tabelle 8 verzeichneten Substraten spitestens 20 Minuten nach Fiitte-
rung wieder Linearitit der Sauerstoffaufnahme festzustellen, die dann bis
zum Versuchsende gleiche Intensitéit beibehélt.

Tabelle 8

Fahigkeit von Sauren, die Sauerstoffaufnahme zu steigern

'Steigerung
Substrat von Qﬂa
%
Acetat .................. +50
cis-Aconitat ............. +20
Malat........coniuvivinn —+20
Oxalacetat .............. +15
a-Ketoglutarat,.......... +10
Fumarat ............... +10
Suceinat ................ -+ &
Oxalat ................. + 5
PYRuvEl . .ow i cvome s immeis — 5
Citeat ............. e g — 5

Acetat, welches als C-Quelle fiir das Myceliumwachstum von Agaricus
campester nicht in Frage kommt und sogar hemmend wirkt (Tres chow,
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1944), steigert die am Sauerstoffverbrauch feststellbare Atmungsintensi-
tit um 509, und es scheint deshalb moglich, dafl lediglich Sekundér-
effekte, wie zum Beispiel Erhchung des pH iiber das im schwach sauren
Gebiet liegende Wachstumsoptimum hinaus, die toxische Wirkung von
Acetat im Kulturmedium des Champignons verursachen.

Die nach Zukippen von cis-Aconitsdure (sowohl in Form der Séure als
auch als Na-Salz gefiittert) festzustellende Atmungskurve weist konkave
Kriimmung auf, und erhohte Sauerstoffaufnahme erfolgt nur wihrend
maximal einer Stunde, wobei zur Berechnung der in Tabelle 8 angegebenen
Steigerung von @, der entsprechende Kurvenbogen durch die dazugehd-
rige Sekante ersetzt wurde. Die Atmungsintensitat fallt dann aber stetig
ab und erreicht schlielich einen Wert, der etwa 259%, unter demjenigen
der Grundatmung liegt, so dal} jetzt eventuell sogar eine Hemmung der
endogenen Atmung durch diese Sdure vorliegt. Wessels (1959) erhielt
mit einer Partikelfraktion des Myceliums von Schizophyllum commune
eine dhnliche Kurve, jedoch ohne Hemmung, wéhrend gleichzeitig die
Sauerstoffaufnahme bei Fiitterung von andern Sduren des Krebscyclus
mehr oder weniger linear war. Die anfianglich gute, spéiter aber immer
schwicher werdende Atmungssteigerung durch cis-Aconitat konnte viel-
leicht auf einer spezifischen Wirkung dieser Verbindung im Mechanismus
des Stoffabbaus beruhen.

Von den Sauren des Krebscyclus fithren aufler cis-Aconitat nur Malat,
welches auch einen guten C-Lieferanten im Kulturmedium des Pilzes dar-
stellt und Glucose darin an Wirksamkeit tibertrifft (Treschow, 1944), und
Oxalessigsiure zu nennenswerten Steigerungen von Q , wihrend a-Keto-
glutarat, Fumarat und Succinat diesen Wert wenig beeinflussen. Fiitte-
rung von Citrat schlieBlich hat keine Wirkung auf die Atmungsgrofle, was
eine allgemeine Erscheinung darstellt, da diese Sdure nur selten durch
lebende Zellen, wohl aber durch Extrakte oxydiert wird (Wiame and
Bourgeois, 1953).

Vielleicht lieBen sich durch Kombination von Pyruvat und je einem
Intermedidrprodukt des Tricarbonsidurecyclus gréflere Steigerungen der
Sauerstoffaufnahme hervorrufen; da aber Oxydation von Siduren des
Krebscyclus durch Gewebeschnitte wohl in Ubereinstimmung mit der
Funktion dieses Atmungsmechanismus steht, sein Vorhandensein jedoch

nicht beweist, wurde auf Durchfithrung weiterer solcher Versuche ver-
zichtet.

Oxalsaure, deren biochemischen Ursprung wahrscheinlich Oxalacetat
darstellt (Cochrane. 1958), kommt als Atmungssubstrat des Frucht-
kérpers kaum in Frage, obschon sie im Kulturmedium bei Testversuchen
zur Ermittlung von Myceliumwachstum Glucose gleichwertig zu ersetzen
vermag (Treschow, 1944), und es ist deshalb mdglich, dall Oxalat im
Fruchtkorper von Agaricus campester ein Stoffwechselendprodukt dar-
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stellt, wie dies auch fiir Mycelium von Botrytis cinerea (Gentile, 1954)
angenommen wird, eine Meinung, die um so mehr an Wahrscheinlichkeit
gewinnt, wenn man beriicksichtigt, dafl im Hymenium reifer Champignons
oft starke Inkrustationen von Oxalat festzustellen sind.

d) Alkohole

Mannit, welcher bei Agaricus campester im Gegensatz zu vielen Pilzen
kein Wachstum des Myceliums zeitigt (Treschow, 1944), ist, wie Tabelle 9
zeigt, bel Fiitterung nach Standardbehandlung der Schnitte auch in bezug
auf den Gasstoffwechsel inaktiv. Erhéhung des pH von 4,8 auf 7,0 ver-
mochte an dieser Tatsache nichts zu #ndern, weil sich dann sogar ein Ab-
sinken der Intensitdt der Grundatmung um 209, ergab, ein Wert, welcher
noch unter der durchschnittlichen Abnahme der endogenen Atmung ohne
Fiitterung von Substrat im Laufe der Versuchsdauer liegt. Da 0,59, Hefe-
extraktlosung (siehe Kap. 7) sowohl die Grund- als auch die Glucose-
atmung sehr stark steigert, wurde auch versucht, Mannit in Anwesenheit
dieses Extraktes im Suspensionsmedium der Schnitte zu fiittern, in der
Meinung, dieser enthalte vielleicht entsprechende Wirkstoffe. Auch diese
Applikationsmethode fiir den Alkohol war erfolglos, da die durch Mannit
hervorgerufene Steigerung von Q, —109, betrug. SchlieBlich erfolgte
vorgingig der Messungen im iiblichen Medium Suspension der Schnitte in
0,006 m Mannitol wihrend 18 Stunden, worauf das Substrat dann wih-
rend des Versuches zugekippt wurde. Das so «adaptierte» Plectenchym
zeigte nun eine Steigerung von Q, um +109%,

Tabelle 9

Steigerung von Qo, nach Fiitterung von Alkoholen

Steigerung
Substrat von Q,,
%
NERBAIT 7 i et s s &y — 5
DOTBEE: v v i s 3 wtasts & Xars: & +10
F. %5 ;7% 0055 ISR T +15

Die Biosynthese von Mannit, dessen Vorhandensein im Fruchtkérper
chromatographisch nachgewiesen wurde und dessen Anteil am Trocken-
gewicht bis zu 209, betrigt (Quillet et Legrand, 1952b), ist nicht unter-
sucht. Man nimmt jedoch an, daB dieser Zuckeralkohol im Kulturcham-
pignon ein Abbauprodukt des Glycogens darstellt, da eine starke Bildung
von Mannit erfolgt, wenn man die Pilze in Stickstoffatmosphire aufbe-
wahrt, wobei die Abnahme der Glycogenmenge dem zusitzlich akkumu-
lierten Mannitol entspricht (Quillet et Legrand, 1952b). Nach gut fun-

227



dierter Hypothese soll Fructose oder Fructosephosphat direkte Vorstufe
sein, durch deren Reduktion, zum Beispiel durch DPNH 4 H*, dann dieser
Alkohol entstiinde, wobei die Tatsache, dafl Verminderung des Sauerstoff-
angebots die Mannitbildung erhoht, mit dem reduktiven Ursprung dieses
Stoffes in Ubereinstimmung steht (Cochrane, 1958).

Ob Mannit wirklich, wie dies Obaton (1932) annimmt, eine Reserve-
substanz der Pilze darstellt, ist nach vorliegenden Versuchen zum min-
desten fiir Agaricus campester eher fraglich, da er unter Bedingungen,
welche vollstindige Metabolisierung von Zuckern gestatten, die At-
mungsintensitit des Plectenchyms nicht zu erhthen vermag, weshalb die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden miifite, ob Mannit nicht eher ein
Produkt der Atmung als natiirliches Atmungssubstrat ist und vielleicht
unter normalen Umstédnden iiberhaupt nicht wieder in den Stoffwechsel
eintritt. '

Sorbit erhéhte den Qq-Wert um 109%, jedoch nur wihrend einer
Stunde, und nachher war die Sauerstoffaufnahme genau gleich grofl wie
vor der Fiitterung.

Interessant ist das Ergebnis, daB Athanol selbst in duBerst geringer
Konzentration (5-10~2 Vol.-%,) zu einer deutlichen Steigerung der At-
mungsintensitit fithrt, ohne daBl Schadigung des Plectenchyms hétte fest-
gestellt werden konnen. Da Agaricus campester diesen Alkohol offenbar
veratmet, liegt die Annahme einer Alkoholdehydrogenase nahe, und die
Moglichkeit, da dieser Pilz unter bestimmten Bedingungen Athylalkohol
zu bilden vermag, stiinde damit in Einklang, im Gegensatz zu den Beob-
achtungen von Kostytschew (1907, 1910), der angibt, dal} die anaerobe
Atmung ganzer Fruchtkorper sowie von PreBsaft des Kulturchampignons
mit der alkoholischen Gérung nichts zu tun habe (vgl. auch Abschnitt IV).

Die Fihigkeit zur Veratmung von Athylalkohol scheint zwar nicht all-
gemein verbreitet (James, 1953¢), aber doch auch nicht auBlergewdhnlich
zu sein, da ein solcher Athanolabbau unter anderem auch in meristema-
tischem Wurzelgewebe stattfindet (Betz, 1958).

3. Das natiirliche Atmungssubstrat (Arsenatvergiftung)

Der tiefe RQ der Grundatmung, welcher mit demjenigen von Fetten
oder Proteinen iibereinstimmt, und das Fehlen von Zuckern in den Frucht-
korpern einerseits, die experimentelle Tatsache, daBl gewisse Zucker,
besonders Glucose, die Atmungsintensitét unter Erhohung des RQ gegen
1 steigern, andererseits, lieen es als wiinschenswert erscheinen, die Natur
des Substrates der endogenen Atmung, das bei Pilzen ganz allgemein
nicht bekannt ist, niher zu untersuchen. SchlieBt man Fette und Pro-
teine als natiirliche Atmungssubstrate aus, da aufler dem respiratorischen
Quotienten keine Anhaltspunkte fiir deren Teilnahme an der endogenen
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Atmung vorliegen (Macmillan, 1956), so muB man sich sagen, daB ein
unter 1 liegender RQ bei Kohlehydratveratmung prinzipiell durch ernied-
rigte CO,-Abgabe, zum Beispiel bei CO,-Fixierung im Gewebe, oder durch
erhohten Sauerstoffverbrauch, wie etwa bei oxydativer Assimilation, oder
ganz allgemein bei Vorhandensein von den Gaswechsel beeinflussenden
Stoffumwandlungen, die mit der Atmung direkt aber nichts zu tun haben
miussen, zustande kommen konnte. Die besondere biochemische Wir-
kungsweise von Arsenat, das mit Erfolg auch in Versuchen nach der
Gewebeschnittmethode angewendet wird (James, 1953a), erlaubt es,
diese Moglichkeit zu priifen.

Arsenat ist ein Entkoppler sowohl der Substrat- als auch der Atmungs-
kettenphosphorylierung, da es Phosphat kompetitiv zu ersetzen vermag
(Warburgund Christian, 1939; Needham and Pillai, 1937), wobei die
dabei gebildeten Ester wegen ihrer groBen Labilitit aber spontan zerfallen.
Wihrend in den sich unter Teilnahme von Phosphat abspielenden Vor-
giangen reversible Gleichgewichte auftreten, ist dies jedoch nach Zugabe
von Arsenat nicht mehr der Fall, da die so entstehenden Verbindungen
sofort hydrolysiert werden und die Reaktionen deshalb vollstindig nur in
einer Richtung, in derjenigen des Abbaus, verlaufen (Katzand Hassid,
1951). Man erhilt so eine vollstdndige Oxydation des Atmungssubstrates.
Ebenso ist bekannt, dafl Arsenat in solchen phosphorolytischen Reaktio-
nen, bei denen normalerweise Glucose-1-phosphat entsteht, zur Bildung
von freier Glucose fithrt (Katz and Hassid, 1951).

Tabelle 10
Einflu von Na-Arsenat auf die GaswechselgréBen
Inhibitor- Verdnderung von
konzentration Qo3 Qeo, RQ
% %

104 m:
Grundatoogng: .. o o s s —10 + 1 0,75 — 0,85
Glucoseatmung .......... + ¥ = ==
10—3 m:
Grundatmung ........... —23 —14 0,82 — 0,91
Glucoseatmung ......... —16 - —13 | 0,97—1,01

Die Veriinderungen der GaswechselgréBen bei Arsenatvergiftung mit
Phthalatpuffer als Suspensionsmedium sind in Tabelle 10 dargestellt.
Eine Inhibitorkonzentration von 10-4 m beeintrichtigt die am Sauerstoff-
verbrauch gemessene Intensitit der endogenen Atmung nicht, da die
prozentuale Abnahme von Q,, etwa derjenigen unvergifteter Pilze gleich-
kommt. Hingegen ist eine deutliche Zunahme des respiratorischen Quo-
tienten festzustellen. Die Glucoseatmung erfihrt durch die gleiche Kon-
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zentration des Hemmstoffes sogar eher eine Steigerung, was vielleicht dar-
auf beruht, daBl Arsenat anorganisches Phosphat, dessen intrazellulire
Konzentration bei Verwendung von Phthalatpuffer im Laufe der Ver-
suchsdauer atmungsbegrenzend werden konnte, ersetzt.

Hingegen ergibt sich mit 103 m Arsenatlosung sowohl bei Grund- als
auch bei Glucoseatmung eine Hemmung der Sauerstoffaufnahme, die
wahrscheinlich nicht durch direkte Wirkung des Inhibitors, sondern durch
die zu starke ionale Konzentration nach Zukippen des Giftes zustande
kommt, weil das Na-Arsenat (Na,HAsO,) mit ziemlich grol3en Mengen von
festem K-Biphthalat auf das gewiinschte pH (4,8) heruntergepuffert wer-
den muBlte, damit bei Zugabe des Inhibitors in den Hauptraum der Reak-
tionsgefiBe keine wesentliche Verinderung der Aziditdt eintritt, was fiir
eine exakte RQ-Bestimmung Voraussetzung ist. Zugabe von Phthalat-
puffer in der als Losungsmittel fiir Na-Arsenat gewéhlten Konzentration
hemmt die Atmung ebenfalls (um etwa 159).

Wie 104 m Arsenat ergab auch die zehnmal groBere Konzentration
des Hemmstoffes eine deutliche Erhohung des RQ der endogenen Atmung,
und bei Glucosefiitterung wurde dabei der Wert 1 erreicht.

Man versuchte nun auch, durch Infiltration der Schnitte mit 102 m
Arsenat (in Phthalatpuffer gelost) ein besseres Eindringen des Hemm-
stoffes in die Zellen und damit eventuell auch eine grofiere Erhohung des
RQ der endogenen Atmung hervorzurufen, wobei in Parallelversuchen
lediglich eine Infiltration von Phthalatpuffer erfolgte. Die Resultate dieses
Versuches sind aus Tabelle 11 ersichtlich. :

Tabelle 11

GaswechselgréBen der endogenen Atmung nach Infiltration der Schnitte mit 10~2m

Na-Arsenat beziehungsweise Phthalatpuffer bei der Kontrolle

Qo, Qco, RQ
Kontrolle ............... 2,62 2,03 0,81
10~®* m Na-Arsenat ....... 2,51 2,561 1,00

Unter Beriicksichtigung der obenerwiéhnten Wirkungsweisen von
Arsenat lassen sich diese RQ-Verinderungen folgendermaflen interpre-
tieren:

Auch Schnitte mit lediglich endogenem Substrat metabolisieren
Kohlehydrate, das heifit, das natiirliche Atmungssubstrat ist ein Kohle-
hydrat.

Trotz dem tiefen RQ, dem Fehlen freier Zucker (ein Extrakt aus 16g
Plectenchym enthielt nach chromatographischer Priifung keine Spur von
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Zucker) und dem offensichtlichen Unvermégen des Pilzgewebes, Disac-
charide wie Maltose und Saccharose zu veratmen, sind also nicht Proteine
als natiirliches Atmungssubstrat zu betrachten. Agaricus campester ent-
hilt aber Glycogen, Hemicellulosen und Chitin (Randoin et Billaud,
1956), und die Annahme, daB einer dieser Stoffe als natiirliches Atmungs-
substrat des Fruchtkérpers in Frage kommt, scheint naheliegend. Der
Glycogengehalt des Pilzes nimmt wihrend einer Lagerungszeit von 48
- Stunden in Luft um die Hilfte ab (Quillet et Legrand, 1952b), ohne daB3
sich etwa eine Zunahme der Menge von Mannit, welcher ja aus Glycogen
gebildet werden kann, ergiibe, weshalb Veratmung des Glycogens wahr-
scheinlich ist.

In diesem Zusammenhang mufl man auch beriicksichtigen, daf3 bei
hohern Pflanzen Zuckerphosphate oft nur schwer zu fassen sind, beim
Champignon hingegen gréflere Mengen von Phosphorsiureestern, von
welcher einer als Fructose-6-phosphat identifiziert wurde, auftreten.
Diese konnten sowohl als Zuckerphosphate aus dem eigentlichen Myce-
lium in den Fruchtkérper gelangen (vgl. Kap. 2a) als auch Abbaupro-
dukte polymerer Kohlehydrate darstellen.

In iiberspitzer Kritik lieBe sich gegen die Folgerung, daf3 der endogenen
Atmung der Fruchtkorper in dem hier betrachteten Entwicklungszustand
ein Kohlehydratabbau zugrunde liege — wahrscheinlich mit Glycogen und/
oder Zuckerphosphaten als Substrat —, folgender Einwand erheben: «Die
endogenen Kohlehydratreserven sind nicht Atmungssubstrat; sie werden
es erst im Zeitpunkt der Vergiftung», oder anders ausgedriickt: «Na-
Arsenat induziert die Kohlehydratveratmung.» Als Griinde fir die sehr
geringe Wahrscheinlichkeit dieser Annahme, fiir welche jegliche Beweise
fehlen, sind etwa folgende zwei Punkte zu nennen:

1. Wenn die Hypothese einer Induktion der Kohlehydratatmung durch
Arsenat stimmte, so wiirde dies heilen, daf} die endogene Atmung nor-
malerweise den Abbau der Kohlehydratreserven unterdriickt, was an sich
schon héchst unwahrscheinlich ist. Durch Arsenat wiirde dann dieser kon-
trollierende Einflul ausgeschaltet, weil die Grundatmung selbst oder die
Suppressorreaktion verunmoglicht wiire.

2. Fiittert man frische Pilze mit Zuckern, so zeigen sie geringere At-
mungssteigerungen, als wenn man sie zuvor hungern lafit. Es liegt also
natiirlicherweise ein UberschuB an Atmungssubstrat vor, von welchem
zunéchst nur ein Teil durch die entsprechenden Fermentsysteme verar-
beitet werden kann. Nach einer Starvationperiode aber, wiahrend welcher
dem Champignon lediglich endogenes Substrat zur Verfiigung steht, sind
die Plectenchymschnitte fihig, exogene Zucker rasch zu veratmen, wo-
nach man annehmen mufB, daf3 sie vor der Fiitterung ebenfalls Kohlehy-
drate abgebaut haben und nach teilweiser Erschpfung des inneren Sub-
strates jetzt auch dulleres oxydieren, wobei nur mit der Tracermethode zu
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entscheiden wire, ob und in welchem AusmaB die Veratmung exogenen
und endogenen Substrates gleichzeitig erfolgt.

Die den tiefen RQ der Grundatmung bedingenden Reaktionen sind
offenbar mit der respiratorischen Substratkette irgendwie verkniipft. Da8
mit der Atmung nicht in Verbindung stehende Vorgiinge, wie zum Bei-
spiel Oxydation von Phenolen, einen zusitzlichen Sauerstoffverbrauch
und dadurch eine Erniedrigung des RQ hervorriefen, ist aus zwei Griinden
nicht anzunehmen :

1. Bei Inaktivierung der Tyrosinase des Pilzes (swhe Kap. 8d, 8e)
kann man keine Verminderung von Q,_feststellen. Die im unbeeinfluBten
Plectenchym auf die T#tigkeit der Phenoloxydasen zuriickfiithrbare Sauer-
stoffaufnahme ist im Verhiltnis zur Atmungsintensitit demnach so ge-
ring, daB sie im Laufe der Versuchsdauer nicht in Erscheinung tritt.

2. Der RQ erreicht nach Arsenatvergiftung auch bei der Glucoseat-
mung den Wert 1, iibersteigt ihn aber nicht.

SchlieBlich kann man sich noch die Frage nach der Art dieses gleich-
zeitig mit der Atmung ablaufenden, den Gaswechsel beeinflussenden Vor-
ganges stellen. Die Versuchsergebnisse lassen zunichst keinen weiter-
gehenden SchluB zu, als daB sich die zu postulierende Reaktion unter
Beteiligung anorganischen oder organischen Phosphates abspielt, da alle
bei Arsenatvergiftung auftretenden Stoffwechselverinderungen letztlich
blof eine Folge der Verdringung von Phosphat durch diesen Antimeta-
boliten und der sehr groBlen Labilitit der Arsenatester darstellen. Dabei
wiirde auch Sauerstoff aufgenommen oder aus der Atmung stammendes
CO, fixiert, was einer scheinbar zu geringen CO,-Abgabe gleichkommt.
Letzteres ist nach den in Tabelle 11 verzeichneten Resultaten wahrschein-
licher.

4. Embden- M eyerhof- Parnas-Schema

a) Jodacetatvergiftung

Monojodessigsdure wurde durch Lundsgaard (1930) als Hemmstoff
der Glycolyse von Muskelbrei in die Biochemie eingefiihrt. Turner (1937,
1938) zeigte dann die Moglichkeit der Anwendung dieses Stoffwechsel-
giftes auch bei pflanzlichem Gewebe. Jodacetat ist ein Reagens auf be-
stimmte SH-Enzyme (Barron and Singer, 1945), zeigt aber gentigend
Spezifitit, um zur Aufklirung von Atmungsmechanismen dienen zu
konnen. Von den Fermenten des EMP-Schemas werden dabei die Trio-
sephosphatdehydrogenase und eventuell noch die Alkoholdehydrogenase
betroffen, withrend unter aeroben Bedingungen unter anderem zusitzlich
auch eine Beeintrichtigung der Funktion der Succinodehydrogenase auf-
treten kann, allerdings durch eine viel hohere Konzentration von Mono-
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jodéssigsaure, als sie zur Hemmung der Phosphoglycerinaldehyd-
Dehydrogenase notwendig ist (James, 1953a).

Da Jodacetat schlecht in die Zellen eindringt (Turner, 1938), wurde
der Hemmstoff nicht wie iiblich wihrend des Versuches nach Erreichen
einer linearen Atmungsrate zugegeben, sondern es erfolgte vorgingig der
Messungen eine Suspension der Schnitte in Phosphatpuffer und Monojod-
acetat withrend 18 Stunden, und die Reaktionsgefif3e enthielten den Inhi-
bitor schon von Versuchsbeginn an. Die durch diesen hervorgerufenen
Gaswechselveranderungen sind auf die Kontrollen ohne Jodessigsiure
bezogen.

Die mit dem Antimetaboliten behandelten Schnitte hatten bei einer
Konzentration des Hemmstoffes von 10— m beziehungsweise 10-2 m stets
ein geringeres Trockengewicht (etwa 59, bzw. 259,) als die Kontrollen, so
dafl man an den Austritt zelleigener Substanzen (Exosmose ?) unter Ein-
fluB von Jodacetat denken kénnte, wobei das Gewebe wahrscheinlich
nicht abgestorben ist, da es noch eine schwache Atmung zeigt und der
Trockengewichtsverlust nicht so viel wie bei solchen Schnitten, die wih-
rend des Versuches abgetdtet wurden (z. B. mit 10~2 m p-Nitrophenol),
betrigt. Interessant ist dabei, daB der in Stickstoffatmosphire stets fest-
stellbare Trockengewichtsverlust (vgl. Kap. 1) sich additiv zu dem durch
Monojodacetat hervorgerufenen verhilt, das heifit, die unvergifteten Kon-
trollen in Luft wiesen, nach Versuchsende getrocknet, das groite, die un-
vergifteten Schnitte in Stickstoffatmosphére ein mittleres und die durch
Jodessigsdure unter Anaerobie vergifteten das kleinste Gewicht auf. Um
die Atmung solchermaflen geschidigten Plectenchyms mit derjenigen der
Schnitte ohne Inhibitor vergleichen zu kénnen, wurden alle Gaswechsel-
groBen mit Hilfe des Trockengewichtes der Kontrollen berechnet, ein Vor-
gehen, welches sich praktisch aber nur bei der hochsten.verwendeten
Konzentration des Hemmstoffes auswirkt. &

Tabelle 12

EinfluB von Na-Monojodacetat auf die anaerobe Atmung

(prozentuale Verdnderung der Qg(’)a-Werte)

Inhibitor- L3 El_ldogene « G‘.r.ilJ.COSG-
konzentration Gérung» girung»
% %
10%tm —45 et
10-*m — 50 —70
102 m —55 —80

& Wie Tabelle 12 zeigt, wird die anaerobe Atmung des Kulturchampi-
gnons mit und ohne Glucose als Substrat durch Monojodessigsédure stark
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gehemmt. Annahme der Funktion von Triosephosphatdehydrogenase in
beiden Fillen stimmt mit diesen Versuchsergebnissen iiberein. Es mufl
dabei nicht postuliert werden, dafl der in Gegenwart des Jodacetates noch
vorhandenen «Restgidrung», deren Zustandekommen Turner (1938) er-
lautert, ein besonderer Abbauweg zugrunde liege.

Tabelle 13

Verénderung der Gaswechselgréfen nach Jodacetatvergiftung

) Grundatmung Glucoseatmung
e Konzentration
* des Hemmstoffes QO, QCOE RQ QO2 QCO,= RQ
% % % %
1 0 100 100 0,73 100 100 0,94
104 m 94 97 0,76 75 85 1,06
2 0 100 100 0,81 100 100 0,95
103 m 72 93 1,06 39 50 1,24
3 0 100 100 0,73 100 100 0,94
102 m 11 16 1,00 8 10 1,15

In Tabelle 13 sind die Resultate dreier Versuchsreihen von Atmungs-
messungen bei verschiedenen Konzentrationen von Jodessigsdure zu se-
hen, und die Figuren 6a und 6b zeigen eine graphische Darstellung der

_— 02-Aufnahme
------ CO,-Abgabe
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Figur 6a

Kurven der Grundatmung ohne Hemmstoff und in 103 m Jodacetat
1, 2: Endogene Atmung ohne Hemmstoff (Kontrolle)
3, 4: Endogene Atmung in 10~ m Jodacetat
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experimentellen Ergebnisse von Nr. 2. Daf in allen Fallen auch nach Ver-
giftung Glucose noch immer eine Rolle im Stoffwechsel spielt, ist nach
dem stets héhern RQ bei Fiitterung dieses Zuckers, die ja erst 18 Stunden
nach Beginn der Applikation von Jodessigsdure erfolgt, anzunehmen.

ML

4
2007

_ 02-Aufnahme
------ CO,-Abgabe
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Figur 6b
Kurven der Glucoseatmung ohne Hemmstoff und in 10-° m Jodacetat

1, 2: Glucoseatmung ohne Hemmstoff (Kontrolle)
3, 4: Glucoseatmung in 102 m Jodacetat

Da die endogene Atmung im Gegensatz zur Glucoseatmung durch
10~* m Monojodacetat nur ganz schwach gehemmt wird, wobei der fiir
die Grundatmung charakteristische Wert auftritt, die «endogene Gérung»
durch die gleiche Inhibitorkonzentration aber eine Erniedrigung um 45 Y%,
erfahrt, folgt, daBl fiir endogenes Substrat bei aerober Atmung vornehm-
lich ein anderer Abbauweg, moglicherweise direkte Oxydation, als bei
Glucosefiitterung vorliegt, eine Hypothese, die iibrigens mit dem Schlul3,
welcher aus der Fluoridvergiftung (siehe dort) zu ziehen ist, {ibzrein-
stimmt.

Hingegen ist der Einflul des verwendeten Antimetaboliten selbst in
einer Konzentration von 10~* m auf die Glucoseatmung unverkennbar,
weshalb ein Funktionieren des EMP-Weges fiir Glucoseabbau nahelie-
gend ist, ohne daf3 deshalb die Moglichkeit eines teilweisen Abbaus ge-
fiitterter Glucose im Pentoseshunt auszuschlieBen wére. Die Erhohung
des RQ auf 1,06 kann nach der Wirkungsweise von Jodessigsdure nicht
etwa durch aerobe Géarung verursacht sein, sondern ist wahrscheinlich auf
gleichzeitige Oxydation von Stoffwechselintermedidrprodukten, welche in
der Substratkette nach den Triosephosphaten folgen, moglicherweise
Sauren, und von Glucose, deren Abbau allerdings teilweise gehemmt wiire,
zuriickzufithren, so wie Turner (1937) bei Hefe eine Veratmung von Al-
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kohol, der noch vor der Vergiftung mit Jodacetat gebildet wurde, unter
Auftreten des entsprechenden respiratorischen Quotienten zeigte.

Durch 103 m Jodacetat erfolgt eine deutliche Hemmung der endo-
genen Atmung, wobei der respiratorische Quotient den Wert 1 iibersteigt.
Es scheint nun der iiber den EMP-Weg verlaufende Anteil der Grund-
atmung zum mindesten teilweise blockiert zu sein, wobei die Erhohung des
RQ wie bei der durch 10-* m Jodessigséure vergifteten Glucoseatmung auf
Oxydation von Siuren zuriickgefiithrt werden konnte.

Daf} die mit der gleichen Inhibitorkonzentration behandelten Schnitte
in Stickstoff eine Hemmung der GéarungsgréBe von nur 509, aufweisen,
sagt nichts dariiber aus, daf in Luft die Blockierung nicht praktisch voll-
stdndig sein konnte, da Qg, schon normalerweise nur 10% der Atmungs-
groBe (in Luft) betrigt, so daB eine sehr geringe «Restaktivitits der
Triosephosphatdehydrogenase wohl geniigte, um den Ablauf der auf die
Hélfte reduzierten Gérung zu erméglichen, was sich jedoch bei der Be-
rechnung der Atmungsgriofie (aerob) kaum auswirkte, da dann nur noch

ein minimer Prozentsatz des total oxydierten Substrates diesen Weg
durchlaufen konnte.

Die Intensitit der Glucoseatmung betrigt nach Applikation einer
10~3 m Losung des Hemmstoffes nur noch 409, der Kontrolle und iiber-
steigt den Wert der gleicherweise vergifteten Grundatmung, wie die
Figuren 6a und 6b zeigen, nur unwesentlich. Der Glucoseabbau iiber den
EMP-Weg ist offenbar véllig gehemmt und erfolgt auf andere Weise,
vielleicht im Pentoseshunt, welcher auf dem Hexosephosphat und dem
Triosephosphatniveau normalerweise mit der Glycolyse in Konkurrenz
um das Substrat steht (James, 1957), oder es wird iiberhaupt nur noch
endogenes Substrat oxydiert. DaB aber exogene Glucose immer noch in
den Atmungsstoffwechsel eintritt, muB man nach dem im Vergleich zur
endogenen Atmung bei gleicher Inhibitorkonzentration deutlich héhern
RQ und der Tatsache, daB Hexokinase, obschon sie wahrscheinlich eine
SH-Gruppe enthiilt, gegen die Wirkung von Jodessigséiure geschiitzt ist
(Bruchmann, 1959), annehmen.

Die durch 102 m Jodacetat hervorgerufenen Beeintriachtigungen der
respiratorischen Vorgiange sowohl bei Grund- als auch bei Glucoseatmung
sind sicher vielfacher Art und deshalb nicht in klarer Weise interpretier-
bar, was um so mehr zutrifft, als auch, wie oben erwihnt, Austritt zell-
eigener Substanzen ins Suspensionsmedium in groBem AusmafBe erfolgt.

Vergleicht man die Wirkung von Monojodessigsiure auf die Mecha-
nismen, welche der Grund- und Glucoseatmung zugrunde liegen, so ergibt
sich zusammenfassend folgende Hypothese: Glucoseabbau erfolgt vor-
nehmlich tiber den EMP-Weg, wihrend endogenes Substrat zum groBeren
Teil auf nichtglycolytische Weise metabolisiert wird.
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b) Fluoridvergiftung

Lohmann und Meyerhof (1934) zeigten, daB die Uberfithrung von
Phosphoglycerinsiure in Phosphoenolbrenztraubensiure durch 5-10—3 m
Fluorid vollig gehemmt wurde, wobei zur Erzielung dieses Effektes gleich-
zeitige Anwesenheit von Magnesium sich als notwendig erwies. Warburg
und Christian (1941) isolierten Enolase, die sich als ein «konjugiertes
dissoziierendes Metallprotein» mit Mg, hin und wieder auch mit Zn oder
Mn, erwies, und klirten die Wirkungsweise von Fluorid auf dieses Fer-
ment durch Nachweis der Bildung eines Mg-Fluorophosphates, das Mg
vom Protein verdringt, auf,

Durch héhere Konzentrationen des Hemmstoffes erfolgt auch eine
Erniedrigung der Aktivitéiten von Adenosintriphosphatase (Potter, 1945)
und Succinodehydrogenase (Slater and Bonmner, 1951), wihrend die
Reaktionen des Pentoseshunt durch Fluorid ebensowenig wie durch Jod-
essigsdureamid gehemmt werden (Dickens and Glock, 1951).

Tabelle 14
EinfluB von 5-10-2 m Na-Fluorid auf die GarungsgréBe

N,
Substrat Qco E Hemmung
Kontrolle mit Fluorid %
Endogen ............... 0,25 0,17 32
Mannose ...... el s N 0,57 0,19 67
Glucose ................ 0,54 0,18 67

In Tabelle 14 sind die nach Einwirkung von 5-10~2 m Na-Fluorid auf
die anaerobe Atmung hervorgerufenen Verinderungen der Girungsinten-
sitdt verzeichnet. Da Qgg)z sowohl mit als auch ohne Substrat durch den
Hemmstoff eine Erniedrigung erfihrt, liegt Annahme des EMP-Weges in
beiden Fillen nahe. Umgekehrt ergibt sich hieraus aber auch die Folge-
rung, dafl das endogene Substrat ein Kohlehydrat oder ein daraus ent-
stehendes Abbauprodukt ist, was den entsprechenden aus den Versuchen
mit Arsenat gezogenen Schluf} bestitigt und mit den experimentellen Er-
gebnissen nach Vergiftung der anaeroben Atmung mittels Jodacetates
iibereinstimmt.

Es mag auffallen, dafl die Gérung bei Mannose- beziehungsweise
Glucosefiitterung nach Behandlung mit Fluorid eine prozentual viel stir-
kere Hemmung aufweist als die anaerobe Atmung mit lediglich endoge-
nem Substrat, eine Erscheinung, die auch mit Jodessigsiure festgestellt
werden konnte. Dafl dabei die absolute GroBe der nach Applikation von
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Fluorid noch vorhandenen Gérung unabhidngig von exogenem Zucker in
allen drei Féllen (siehe Tab. 14) iibereinstimmt, 148t zwei Deutungen, von
denen die erste wahrscheinlicher ist, zu.

1. Sowohl mit als auch ohne Substrat liegen zahlenmifBig iiberein-
stimmende, durch die gewihlte Inhibitorkonzentration nicht beeinflufite
Anteile der Garung vor. Dabei bestimmt die «Restaktivitit» des Fermen-
tes die Girungsgeschwindigkeit, so daB auch ein Uberschull an Substrat
in Form von Glucose oder Mannose mehr oder weniger wirkungslos blei-
ben muf.

2. Wenn Fluorid die Fahigkeit der Zuckeraufnahme aus dem Medium
verunmoglichte, so wie man zum Beispiel auch eine Beeinflussung der Auf-
nahme von Na- und K-Ionen nach Einwirkung dieses Antimetaboliten
kennt (Harris, 1956), die prozentualen Anderungen von Qgg)ﬂ jedoch wie
immer auf die unvergifteten Kontrollen mit dem entsprechenden Substrat
bezogen sind, konnte diese stidrkere Beeintrichtigung der «Glucose- be-
ziehungsweise Mannosegérung» durch den Inhibitor lediglich eine Téau-
schung darstellen, indem der Atmungsstoffwechsel sich iiberhaupt nurnoch
unter Teilnahme endogenen Substrates, dessen Abbau durch Fluorid in
gleicher Weise wie bei Abwesenheit von Zucker im Medium gehemmt
wiirde, abspielte.

Da man nichts Genaues iiber die bei Applikation einer 5-10~2 m Na-
Fluoridlosung im Zellinnern herrschenden F—-Konzentration weil3, kann
das Fehlen einer totalen Hemmung der Gérung lediglich auf einer zu ge-
ringen Innenkonzentration des Hemmstoffes beruhen und stellt jedenfalls
keinen Beweis fiir die Existenz eines alternativen, nichtglycolytischen
Weges dar. Dies lieBe sich durch Erhchung der Aullenkonzentration des
Inhibitors nachpriifen, wobei die Gidrungsgroe abnehmen miifite, was
durch In-vivo-Versuche aber nicht einfach nachzuweisen ist, weil die dazu
notwendige grofle Konzentration von Na-Fluorid dann zusétzlich auch
unspezifische Hemmungen hervorrufen kénnte.

Sowohl Grund- als auch Glucoseatmung werden weder durch 10—3 m
noch durch 102 m NaF gehemmt, was offensichtlich auf mangelnder Per-
meabilitiat des Plasmalemmas fiir den Inhibitor beruht, da wahrscheinlich
nur die undissoziierte Molekel der Saure diffundiert, deren effektive Kon-
zentration bei Anwesenheit einer 102 m Na-Fluoridlésung im Suspen-
sionsmedium bei pH 4,8 jedoch nur 6-10~* m betragt. Erhoht man die
AuBenkonzentration des Na-Fluorides auf 5-10~2 m, so’ wird, wie aus
Figur 7 zu ersehen ist, die endogene Atmung nicht betroffen und die Ver-
atmung exogener Glucose um 459, gehemmt. Aus dieser verschiedenen
Empfindlichkeit von Grund- und Glucoseatmung gegeniiber Fluorid folgt,
dal} letztere vornehmlich iiber den EMP-Weg verlduft, endogenes Sub-
strat aber auf andere Weise, vielleicht im Pentoseshunt, abgebaut wird.
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Figur 7

Einflu von 5-10~? m Na-Fluorid auf die Atmungsintensitat
1, 3: Grundatmung ohne beziehungsweise mit Hemmstoff
2, 4: Glucoseatmung ohne beziehungsweise mit Hemmstoff

Dieser Schlull stimmt mit den sich aus der Jodacetatvergiftung ergeben-
den Folgerungen iiberein.

c¢) Fiitterung von Diphosphopyridinnucleotid und Cocarboxylase

Nachdem sich bis jetzt keine Phinomene zeigten, welche der Annahme,
dall Agaricus campester alkoholische Garung zu zeigen vermdochte, auch
wenn diese auBerordentlich gering ist, widersprechen wiirde, interessierte
es, die nach Einwirkung zweier Cofaktoren des EMP-Schemas auftreten-
den Verénderungen von Qg zu beobachten. Die Resultate dieser Expe-

rimente sind in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15

Einflufl von Coenzymen auf die Garungsgrofe

Verinderung
Coferment Substrat : von Qg(ﬂ)g
%
f B0 B R A e endogen +90
i 51 S S T S Glucose + 65
Cocarboxylase ........... Glucose 425
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107® m DPN*, Coenzym der Triosephosphat- und der Alkoholdehy-
drogenase, steigert die «endogene Gérung» um 909%,. Danach kann man
einerseits annehmen, dal DPN* aus dem Medium in die Zellen aufge-
nommen wird und der Effekt nicht bloB durch Abspaltung von Phosphat
zustande kommt, da Fitterung von lediglich anorganischem Phosphat im
Standardsuspensionsmedium Qg nicht steigert. Andererseits folgt dar-
aus mit groler Wahrscheinlichkeit, dal endogenes Substrat unter anaero-
ben Bedingungen entsprechend der alkoholischen G#rung von Hefe ab-
gebaut werden kann.

Bemerkenswert ist auch die starke Erhéhung der gegeniiber der un-
beeinfluften «endogenen Girung» schon um rund 1009, gesteigerten
«Glucosegiirung» um nochmals 659%,. Sowohl endogenes als auch exogenes
Substrat werden demnach anaerob offensichtlich iiber den EMP-Weg
abgebaut, da das gefiitterte Diphosphopyridinnucleotid allein keine
gérungssteigernde Wirkung ausiiben kénnte, wenn sich im Plectenchym
nicht die dazugehdrigen Fermentproteine vorfinden.

Weniger eindeutig 148t sich die relativ schwache Wirkung von 10—3 m
Cocarboxylase unter Zusatz von 10-3 m Magnesiumsulfat erkliren. Ent- .
weder ist die Aktivitdt der Brenztraubensiure-Decarboxylase nicht der
begrenzende Faktor der Geschwindigkeit, mit welcher das Substrat ver-
goren wird, oder der Cofaktor tritt nur sehr schlecht in das Plectenchym
ein. Es fehlt auch der Beweis, dal} die Zelle diese exogene Cocarboxylase
und das Mg wirklich zum Aufbau von Carboxylase verwendet. Das Ver-
suchsergebnis widerspricht jedoch der Annahme des Reaktionsschrittes
Brenztraubensédure— Acetaldehyd beim Glucoseabbau unter anaeroben
Bedingungen nicht, sondern steht damit in Ubereinstimmung.

d) Wirkung von Bisulfit

Da 102 m Na-Bisulfit als Fixativ von Triosephosphaten und Acetal-
dehyd (James, 1953¢) die Vergdrung von Glucose um etwa 70 %, hemmt,
kann man wohl annehmen, da der Weg des anaeroben Abbaus der Glu-
cose auch bei Agaricus campester wie bei Hefe iiber Phosphoglycerin- und
Acetaldehyd verlduft.

a. Citronensdurecyclus

Fiir die experimentelle Tatsache, daBl Siuren des Krebscyclus nur zu
geringen Atmungssteigerungen fithrten, konnen drei Griinde maBgebend
sein: :

1. Mangelnde Permeabilitit im weitern Sinn, das hei3t die Unmoglich-
keit der exogenen Substrate, ihren stoffwechselphysiologischen Platz in
der Zelle einzunehmen (Wiame, 1957), unabhiingig davon, ob diese Er-
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scheinung nun durch die duBere Plasmamembran, die Grenzfliche der
Mitochondrien, welch letztere ja die Enzyme des Krebscyclus enthalten,
oder durch irgendeinen andern Effekt verursacht wird.

2. Das Plectenchym ist mit dem betreffenden Substrat schon vor der
Fiitterung gesiittigt.

3. Die physiologische Bedeutung des Tricarbonsiurecyclus liegt beim
gepriiften Objekt nicht so sehr in der durch totalen Substratabbau be-
wirkten energetischen, sondern im wesentlichen in der synthetischen Funk-
tion (Wiame, 1957).

Da selbst starke Atmungssteigerungen durch entsprechende Siuren
fiir das Vorhandensein des Citronensiurecyclus nicht beweisend sind, in-
dem der Abbau der gefiitterten Substrate eventuell auch auf andere Art
erfolgen konnte, vermag Anwendung von spez1ﬁschen Inhibitoren iiber-
zeugendere Schlusse zu liefern.

a) Fluoracetatvergiftung

- Die toxische Wirkung der Fluoressigsiure liegt nicht in direkter Beein-
trichtigung irgendeines Enzyms, sondern wird durch eine in Anwesenheit
dieser Verbindung ablaufende enzymatische «letale Synthese» (Leut-
hardt, 1959) verursacht, indem aktiviertes Fluoracetat anstelle von
Acetyl-Coenzym A mit Oxalessigsiure unter Bildung einer Fluorotri-
carbonsdure, wahrscheinlich Fluorocitronensiure, kondensiert (Buffa,
Peters and Wakelin, 1951), die so entstandene Verbindung jedoch die
Aconitase in auBerordentlich wirksamer Weise kompetitiv hemmt

(Morrison and Peters, 1954), was zur Akkumulierung sowohl von Citro-
nen- als auch Essigsdure fiihrt (James, 1953a).

In Tabelle 16 sind die nach Fluoracetatbehandlung des Plectenchyms
auftretenden Verinderungen von Q, nach Wiedereintreten linearen
Kurvenverlaufes zu sehen. Da bei Grund- und Glucoseatmung deutliche
Hemmung der Sauerstoffaufnahme schon bei niedrigen Konzentrationen
erfolgt, liegt die Annahme nahe, da in unvergifteten Zellen sowohl endo-

Tabelle 16

Verénderung der Atmungsintensitit unter EinfluB von Fluoracetat

Inhibitor- Anderung von Qq,
=npnehimtiol Grundatmung | Glucoseatmung
% %
104 m —30 S 1)
L —40 | —35
il —45 —40
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genes als auch exogenes Substrat den durch Fluoressigsiure beeintrédch-
tigten Reaktionsschritt durchlaufen. Daneben scheint aber in beiden Fal-
len das Maximum mdoglicher Hemmung erreicht, weil eine Erhohung der
Inhibitorkonzentration von 10-3 m auf 10~2 m nur noch geringe zusétz-
liche Wirkung zeitigt, so daB moglicherweise sowohl bei Grund- als auch
bei Glucoseatmung etwa die Hilfte des respiratorischen Materials den
Krebscyclus nicht durchliuft und wohl auf andere Weise, vielleicht durch
direkte Oxydation, abgebaut wird.
Ji!

A
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Figur 8
Zeitlicher Verlauf von Grund- und Glucoseatmung vor und nach Behandlung der Schnitte
mit 10~2 m Fluoracetat

1, 2: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe bei Glucoseatmung
3, 4: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe bei endogener Atmung

Figur 8 zeigt die nach Fluoracetatvergiftung auftretenden Verdnde-
rungen des RQ, wobei jedoch lediglich dessen Erh6hung nach Applikation
des Hemmstoffes als erwiesen zu betrachten ist.

Exakte, fortlaufende Messungen des respiratorischen Quotienten sind
mit 102 m Na-Fluoracetat und der gewihlten Versuchsanordnung nicht
moglich, da der in m/30 KH,PO, aufgeléste Hemmstoff (10~ m) alkalisch
wirkt, so daB er den RQ schon vor dem Zukippen beeinflullt, wohl da-
durch, daB in den GefiBen ohne Kalilauge ein Teil des Atmungskohlen-
dioxydes jetzt in der in der Ansatzbirne enthaltenen, alkalisch reagieren-
den Inhibitorlésung retiniert wird, wihrend im Hauptraum das pH wie
iiblich auf 4,8 eingestellt ist.

Gibt man nun den Hemmstoff ins Medium, dessen pH so auf zirka 5,5
steigt, erreicht der RQ einen Wert von 1, welcher aber infolge der dann
immer noch herrschenden Retention von CO, effektiv hoher sein diirfte.
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DaB diese Steigerung des respiratorischen Quotienten lediglich durch teil-
weise Freisetzung des vorher bei hoherem pH in der Ansatzbirne gebunde-
nen Kohlendioxydes zustande kéme, ist nicht anzunehmen; iibrigens
miiite eine solche blof durch pH-Anderung erfolgende CO,-Abgabe plotz-
lich erfolgen und sich nicht iiber zwei Stunden erstrecken.

Annahme aerober Gérung zusitzlich zu der nach totaler Hemmung
der Aconitase ablaufenden aeroben Atmung steht mit der Biochemie der
Fluoracetatvergiftung und den Versuchsergebnissen in Ubereinstimmung,
da sich Acetat anhéuft (Buffa, Peters and Wakelin, 1951), was auch
eine Verminderung der Geschwindigkeit, mit welcher Essigsiure aus
Brenztraubensiure gebildet wird, hervorrufen kénnte, so daB letztere der
Vergirung anheimfiele, eine #hnliche Erscheinung, wie sie bei einer Mu-
tante von Neurospora crassa, bei der durch einen Block der Brenztrauben-
sdureumsatz aufgehalten ist, auftritt, wobei der Ablauf der vorgeschalte-
ten Glycose eine Verzogerung erfihrt und das Substrat in die unter nor-
malen Verhiltnissen ¢benachteiligten Kantle der direkten Oxydations
gelangt (Paech, 1955).

2007

100+

Figur 9

Zeitlicher Verlauf des Gaswechsels vor und nach Behandlung der Schnitte mit
51072 m Na-Fluoracetat

1, 2: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe (Glucosefiitterung)
3, 4: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe (endogenes Substrat)
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Es wurde nun auch versucht, durch eine fiinfmal stéirkere Konzentra-
tion von Fluoressigsidure einen noch héhern Grad von aerober Gérung zu
erzielen. Die Resultate dieser Untersuchung sind in Figur 9 dargestellt.

Es ergibt sich auch hier schon vor dem Zukippen des Inhibitors eine
scheinbare Verminderung der Kohlendioxydabgabe, und zwar bei Grund-
und Glucoseatmung, wobei der obenerwihnte Effekt der CO,-Bindung
durch die alkalisch wirkende Losung des Inhibitors bei der héhern Fluor-
acetatkonzentration (Hemmstoff wieder in m/30 KH,PO, gelost) noch
ausgepragter ist.

Es iiberrascht aber, daB nach Zukippen des Inhibitors, wobei das pH
des Mediums von 4,8 auf 6,0 steigt, eine Gasabgabe groBen Ausmabes
erfolgt, welche etwa das Zehnfache derjenigen Menge an Atmungskohlen-
dioxyd betriigt, welche durch die Inhibitorlosung in der Ansatzbirne hitte
retiniert werden kénnen.

Ist das abgegebene Gas lediglich Kohlendioxyd, so wire es mdglich,
daB wegen der nun totalen Blockierung der Aconitase alles in den Zellen
vorhandene CO,, das eventuell zu Carboxylierungen (Synthesen) gedient
hitte, abgegeben wird. Da der RQ selbst bei pH 6,0 den Wert 1,02 ein-
nimmt, also effektiv noch hoher ist, kann man die Moglichkeit des Auf-
tretens von aerober Gérung nach Fluoracetatvergiftung nicht ausschlie-
Ben. :

Fragt man nach der physiologischen Bedeutung, die dem Krebscyclus
bei Agaricus campester zukommen diirfte, so ist wohl anzunehmen, daB3
eine derartige Reaktionsfolge auch beim Kulturchampignon vorliegt,
doch scheint sie nicht der bevorzugte Weg der terminalen Atmung darzu-
stellen, und die Hauptfunktion dieses Saurecyclus, dessen Ubereinstim-
mung mit dem Hefe-Muskel-Schema nach Auftreten der Fluoracetatver-
giftung nur fiir die Kondensation von aktivierter Essig- mit Oxalessig-
sdure zu Citronensiure und Umwandlung derselben durch Aconitase
wahrscheinlich gemacht wurde, mag eher in synthetischer Richtung lie-
gen, da dem Pilz noch andere Abbauwege zur Verfiigung stehen, indem
maximal mogliche Hemmung der Sauerstoffaufnahme schon bei relativ
geringen Inhibitorkonzentrationen auftritt, durch zusitzliche Mengen von
Fluoracetat, wie Tabelle 16 zeigt, nicht mehr wesentlich gesteigert werden
kann und nach Applikation von 5-10-2 m Fluoressigsiure sogar wieder
geringer ist.

b) Versuche mit Malonat

AuBer Fluoracetat stellt auch Malonsdure einen Hemmstoff des Citro-
nenséurecyclus dar, indem sie die Succinodehydrogenase kompetitiv
hemmt (James, 1953a).
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Sowohl mit als auch ohne Glucosefiitterung war im Standardsuspen-
sionsmedium bei Agaricus campester nicht die geringste Malonathemmung
zu erzielen, wihrend die Atmung von Gerstenwurzeln durch die gleiche
Inhibitorkonzentration (102 m) bei pH 4,7-5,7 um 409, (James, 1953¢)
und diejenige von Spinatblittern (Bonner and Wildman, 1946) bei
pH 4,5 um 479, gehemmt wurde.

Bei Erniedrigung des pH auf 4,0, wo die Sauerstoffaufnahme bei
Glucosefiitterung, wie Tabelle 1 zeigt, an sich schon um zirka 35 %, geringer
als im Standardmedium ist, ergab sich ein vielleicht auch durch Beein-
trichtigung der Zuckeraufnahme hervorgerufenes Abfallen der Intensitét
der Glucoseatmung nach Zukippen von Malonat um 15%; der entspre-
chende Wert der Kontrolle betrigt dagegen sogar 28 %,

Es 1aBt sich also keine auf die Anwendung von Malonat zuriickfiihr-
bare Hemmung der Sauerstoffaufnahme erkennen. Laties (1949) erhielt
bei gleichem pH eine Abnahme des Q,-Wertes von Gerstenwurzeln
am 65 %

SchlieBlich wurde noch ein Versuch bei pH 3,5 durchgefiihrt, welcher
wiederum keine durch Einwirkung des gepriiften Hemmstoffes erklarbare
Beeintrichtigung des Gaswechsels zeitigte, da die auf die anfingliche
Atmungsintensitiéit bezogene Abnahme von Q, nach Zukippen von Puf-
fer 379, in der zweiten und 589%, in der dritten Versuchsstunde betrug,
wihrend die entsprechenden Werte bei Malonatfiitterung 17 %, und 309,
lauten. Das Gewebe erleidet aber in beiden Fillen durch die Folgen des
unphysiologischen pH Schidigungen, da es zelleigene Substanzen aus-
treten 148t, festgestellt durch eine Erniedrigung des Trockengewichtes
um 20 9%, bezogen auf in einem Medium von pH 4,8 suspendierte Kontroll-
schnitte.

Das Fehlen einer Malonathemmung in der pH-Reihe 4,8-4,0-3,6
wiirde fiir ein dem Hefe-Muskel-Schema nicht genau entsprechendes
Funktionieren des Sédurecyclus sprechen, indem zum Beispiel Fumaratbil-
dung nicht nur unter Teilnahme von Succinodehydrogenase aus Bern-
steinséure erfolgen koénnte, wie Eny (1951) das Ausbleiben jeglicher Ma-
lonathemmung bei Chlorella zu erkliren versucht. Man muf3 auch nicht
annehmen, daBl Malonsiure, die von einigen Pilzen als C-Quelle benutzt
werden kann (Cochrane, 1958), vom Champignon in kleinen Mengen ver-
atmet wiirde, was die geringere Abnahme von Q,_bei tiefern pH-Werten
in Anwesenheit von Malonat vermuten lieBe, sondern dies kann lediglich
einen unspezifischen Effekt darstellen, weil die Wasserstoffionenkonzen-
tration des Mediums in Anwesenheit von Malonat etwas geringer als bei
der Kontrolle ist.
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6. Phosphorylierungsvorginge
a) Versuche mit Phloridzin und Phloretin

Die schon lange bekannte hemmende Wirkung von Phloridzin auf
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorginge bei der Glyco-
lyse (Lungsgaard, 1933), insbesondere auf die Bildung von energie-
reichem Phosphat bei der Oxydation von Triosephosphat (Kalckar, 1933),
wurde von Shapiro (1947) dahingehend verallgemeinert und aufgeklért,
dal} dieses Glycosid schon in ganz geringen Konzentrationen primér ge-
wisse Reaktionen, welche energiereiche Phosphatbindungen liefern,
hemmt und so bei hohen Inhibitorkonzentrationen sekundéir auch den
Glucoseverbrauch heruntersetzt (um etwa 609, in 10~ m Phloridzin),
ohne daf} jedoch die Art und Weise, wie der Hemmstoff diese Effekte her-
vorruft, bekannt wire. Crane, Field und Cori (1957) schlieflich zeigten,
daf} Phloridzin nicht in die Zellen (von Ascitestumor) einzudringen ver-

mag, sich jedoch als ein kompetitiver Hemmstoff des Zuckereintritts
erweist.

Gibt man zu den Plectenchymschnitten 1,8-10-% m Phloridzin, so ist
wihrend rund einer halben Stunde eine leichte Erhohung der Sauerstoff-
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Figur 10
Gaswechselgrofen in 1,8:10-% m Phloridzinlésung .
(Beginn der Messungen 115 Stunden nach Einwirkung des Glucosides)
1, 2: Oy-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe bei Glucosefuitterung
3, 4: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe ohne exogenes Substrat
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‘aufnahme festzustellen, wobei sich das Medium gelblich farbt. Nachher
aber werden endogenes und exogenes Substrat wieder mit derselben In-
tensitéit oxydiert wie vor der Einwirkung des Hemmstoffes.

Man wiederholte deshalb den Versuch mit 1,8-10-3 m Phloridzin.
Dieses hat eine Loslichkeit von 0,19, in Wasser bei 22°C (Rauhen, 1956),
was einer Konzentration von 2-10-3 m entspricht. Um nun nicht den fast
zehnmal konzentrierteren Hemmstoff in Form einer tritben Losung in die
Ansatzbirne geben zu miissen, wurde das Glucosid im Normalsuspensions-
medium geldst und dann direkt in den Hauptraum pipettiert. Die Gas-
wechselgroBen zu Beginn der Messungen, wie sie in Figur 10 gezeigt sind,
entsprechen der Atmungsintensitit nach zirka 1%stiindiger Einwirkung
des Hemmstoffes. Aus der Abbildung ersiecht man, dal mit und ohne Glu-
cosefiitterung anfinglich eine starke Sauerstoffaufnahme erfolgt, welche
aber immer mehr ausklingt, so daf sich die Kurven schlieflich wie gew6hn-
lich durch Gerade darstellen lassen.

Ein Vergleich dieser Gaswechselgréfien mit denjenigen von unbeein-
fluBten Schnitten ergab, daB im nichtlinearen Teil der Kurven Q, wih-
rend der ersten dreilig Minuten um 2009, bei der Glucose- und um zirka
250%, bei der Grundatmung gesteigert war, wobei zur Berechnung die
Bogen durch Sekanten ersetzt wurden. Der RQ betrigt dann in beiden
Fallen 0,2. Die gegeniiber unbehandelten Schnitten stark gesteigerte
Sauerstoffaufnahme ist mit einer intensiven Gelbfirbung des Mediums
verbunden, die etwa zu dem Zeitpunkt, in welchem die gekriimmten
Kurven in Gerade iibergehen, ihr Maximum der Intensitéit erreicht.

Im linearen Teil der Kurve erweist sich die Sauerstoffaufnahme als
praktisch gleich groB, wie dies in Abwesenheit von Hemmstoff zu erwarten
wiire, und der RQ betrigt mit oder ohne Glucosefiitterung 1.

Diese Versuchsergebnisse zeigen, da Phloridizin als phenolische Ver-
bindung durch die Phenoloxydase des Pilzes unter Bildung eines Chinons
oder eines Pigmentes mit Chinongruppierung, das dann offensichtlich
nicht die erwihnten Wirkungen auf eigentliche Atmungsvorginge zu
zeigen vermag, oxydiert wird und in der gewiihlten Konzentration nur die
Sauerstoffaufnahme, nicht jedoch die Atmung an sich steigert, wie dies
aus dem Absinken des RQ auf 0,2 ohne gleichzeitige Erhshung der CO,-
Abgabe zu ersehen ist.

Eine verminderte Sauerstoffaufnahme durch Hemmung von Atmungs-
vorgingen lieBe sich so wegen der gleichzeitig ablaufenden Oxydation des
Hemmstoffes kaum feststellen und wiirde gegebenenfalls iiberdeckt. Dal3
die hohe Sauerstoffaufnahme bei Grund- und Glucoseatmung lediglich
durch Uberlagerung der Oxydation eines Substrates der Phenoloxydase
iiber die Atmung zustande kommt, folgt auch daraus, daf im linearen
Teil der Kurve, nach vollstéindiger Oxydation des Phloridzins, der RQ
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wieder 1 und die Atmung praktisch gleich wie bei Schnitten ohne.
Inhibitor ist.

Interessant mag es scheinen, daBl nach vollstindiger Oxydation des
phenolischen Kérpers der RQ auch bei Grundatmung genau 1 betrigt.
Man konnte sich denken, daB Glucose, welche nicht nur in der iiblicher-
weise verwendeten (10-2 m), sondern auch in 2-10—2 m Konzentration die
Atmung um mehr als 50 %, zu steigern vermag, mindestens von einem Teil
der Phloridzinmolekiile abgespalten und der Veratmung anheimfallen
wiirde.

Die trotz gleichem RQ im Vergleich zur Grund- absolut hohere Glu-
coseatmung ist durch die auf jeden Fall grofere Zuckerkonzentration zu
erkliren. Auch wenn Abspaltung von Glucose aus Phloridzin erfolgte,
wiirde sich dies wegen des bei Glucosefiitterung herrschenden Uber-
schusses an Substrat nur bei endogener Atmung, welche somit zum min-
desten jetzt auch teilweise «exogenen» Zucker metabolisierte, auswirken.
Aus der héhern Atmungsintensitéit bei Glucosefiitterung folgt auch, daB
oxydiertes Phloridzin in bezug auf Atmungsvorginge wirkungslos ist und
iiberhaupt keinen hemmenden Einflu auf die Zuckeraufnahme auszu-
iiben vermag.

Um den EinfluB eventuell abgespaltenen Zuckers auf die endogene
Atmung auszuschalten, fiihrte man auch entsprechende Versuche mit dem
Aglucon Phloretin durch, dessen biochemische Wirkungen generell mit
denjenigen von Phloridzin iibereinstimmen, da in erster Linie Phosphory-
Lierungsvorgéinge, wie die Aufnahme anorganischen Phosphates (Mac-
Donald and Bishop, 1952), und sekundir auch eigentliche Atmungs-
reaktionen betroffen werden (Kalckar, 1937). Die durch das Aglucon her-
vorgerufene Hemmung des Zuckertransportes durch die Oberfliche
menschlicher Erythrocyten ist noch ausgeprigter als die durch Phloridzin
bewirkte Verlangsamung dieses Vorganges (Le Fevre, 1959).

Tabelle 17
Einflu von.1,8-10-¢ m Phloretin auf die GaswechselgroBen

Endogene Atmung Glucoseatmung
1.8td. | 2.8td. | 3.8td. | 1.8td. | 2.8td. | 3.Std.

Qo 2,48 | 3,68 | 2,84 | 4,16 | 5,18 | 4,74

1009% | 1489% [ 1159% | 1009%, | 1259, [ 114 9,

Qco, | 1,76 | 2,21 | 1,95 | 3,95 | 4,26 | 4,08
100% | 126% | 111% | 1009% | 108% | 103 % o

RQ 0,71 | 0,60 [ 0,74 | 0,95 | 0,82 | 0,86
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In Tabelle 17 sind die nach Fiitterung von 1,8-10~* m Phloretin auf-
tretenden Verinderungen der GaswechselgroBen zu sehen; die pheno-
lische Substanz befand sich im ersten Drittel des Experimentes noch im
Seitenraum. Bis zirka 60 Minuten nach Zukippen des Phloretins weisen
die Kurven fiir O,-Aufnahme und CO,-Abgabe leicht konkave Kriimmung
auf, wobei zur Berechnung der in der Tabelle angegebenen Werte die
Bogen durch die entsprechenden Sekanten ersetzt wurden; in der dritten
Versuchsstunde tritt wieder véllig linearer Kurvenverlauf ein. Das Sus-
pensionsmedium firbt sich wie bei Fiitterung von Phloridzin gelb.

2-10~* m Phloretin steigert den Qg -Wert der Grundatmung anféing-
lich um rund 509, und Qco, um 259%, unter Senkung des RQ auf 0,60.
Nach langerer Einwirkung des Phenols ist Q, immer noch um 109, hoher
als vor dem Zukippen von Phloretin und der RQ ungeféihr dem urspriing-
lichen Werte gleich.

Bei Glucosefiitterung sind die prozentualen Steigerungen der Gas-
wechselgroflen zahlenmiig weniger ausgeprigt als bei endogener At-
mung, und am Schlusse des Versuches erreicht der RQ nicht wieder den
Ausgangswert. Man beachte aber, daB bei Glucosefiitterung die nach Zu-
kippen von Phloretin auftretende Erhohung der Sauerstoffaufnahme sich
- nur scheinbar als geringer erweist als mit lediglich endogenem Substrat,
was durch die hier iiblicherweise angewandte Art der Berechnung prozen-
tualer Steigerungen, welche ja auf die entsprechende Atmungsgréfie un-
mittelbar vor Behandlung mit dem zu priifenden Stoff bezogen sind, ver-
ursacht wird. Bestimmt man ndmlich die absolute Gréf3e der nach Ein-
wirkung des Phenols bis zum Versuchsende auftretenden HExtra-Sauer-
stoffaufnahme, so ergibt sich mit und ohne Glucosefiitterung praktisch
derselbe Betrag.

1,8-10~* m Phloretin 148t also wie die entsprechende Konzentration
des Glucosids wiederum keinen hemmenden Einflufl auf die Sauerstoff-
aufnahme erkennen und steigert unerwarteterweise die CO,-Abgabe, vor
allem bei der Grundatmung wihrend der Zeitdauer, da Oxydation der
phenolischen Verbindung durch die Phenoloxydase des Pilzes erfolgt.
Wiire Phloretin in der gewihlten Konzentration lediglich Substrat der
Tyrosinase des Pilzes und im iibrigen auf die Atmung wirkungslos, so
‘miilte der RQ sinken, und die CO,-Abgabe diirfte dabei keine Steigerung
erfahren. Nun ergibt sich zwar eine Erniedrigung des Atmungsquotienten
nach Zukippen des Phenols, die durch eine Erhshung der Sauerstoffauf-
nahme um 509, verursacht ist; gleichzeitig nimmt aber auch die CO,-
Abgabe um 259, zu.

Daf3 die biochemische Funktion der Phenoloxydase in der Umwand-
lung von Phenolen in Chinone und Pigmente bestehen kann, weill man,
doch existiert daneben auch die Moglichkeit, daBl Tyrosinase mit aus der
 Oxydation katalytischer Mengen Brenzkatechins hervorgegangenem
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Chinon eine dem Atmungsferment-Cytochrom-System @hnliche «Oxydase»
bildete, indem das Chinon durch hydrierte Pyridinnucleotide, welche ihrer-
seits den Wasserstoff von Atmungssubstraten erhalten, reduziert und dann
durch die Phenolase immer wieder oxydiert wiirde (Leuthardt, 1959).

Ein solcher Fall scheint nun hier verwirklicht zu sein, weil Phloretin
einerseits als Substrat der Phenoloxydase des Pilzes wirkt, was bei Grund-
und Glucoseatmung zu zahlenmiBig iibereinstimmenden Steigerungen der
Sauerstoffaufnahme fiihrt, andererseits zum mindesten wahrend der Zeit,
da es der Oxydation anheimfillt, die CO,-Abgabe, das heiBt respiratori-
sche Vorginge zu steigern vermag. Ein Teil des aus Dehydrierungen der
Atmung stammenden Wasserstoffes konnte jetzt iiber das Phenoloxyda-
sensystem geleitet werden.

Diese Annahme steht auch damit in Ubereinstimmung, daB zwar nach
maximaler Firbung des Suspensionsmediums wieder Linearitdt der Gas-
wechselkurven eintritt und der RQ wieder den urspriinglichen Wert er-
reicht, daBl aber Qo und Qo immer noch um mehr als 109, hoher sind als
vor der Applikation von Phloretin. Aus dessen Oxydation entstandenes
Chinon (oder Pigment mit Chinongruppierung) hat also wahrscheinlich
mit der Phenoloxydase zusammen eine «Atmungskette» gebildet. Dies
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Figur 11

GaswechselgréBen in 1.8 - 1072 am» Phloretin
1, 2: Oy-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe bei Glucosefiitterung
3, 4: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe ohne exogenes Substrat
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kann lediglich ein kiinstlich aufgebautes Oxydasensystem sein und sagt
nichts dariiber aus, ob der Phenoloxydase im intakten Gewebe diese Be-
deutung ebenfalls zukommt (weiteres vgl. Kap. 8c).

DaBl der RQ bei Glucoseatmung nach Behandlung mit 1,8-10~* m
Phloretin und nachfolgender Oxydation dieser Verbindung nicht wieder
ganz auf den anfinglichen Wert steigt, wohl aber hoher ist als derjenige
der endogenen Atmung, lieBe sich vielleicht durch Hemmung der Glu-
coseaufnahme durch Phloretin, wie dies bei andern Objekten festgestellt
wurde (Crane, Field and Cori, 1957; Le Fevre, 1959), erkliren. Auller-
dem ist nicht untersucht, inwiefern die durch Phloretin hervorgerufene
Verlangsamung des Transportes von Monosacchariden durch lebende
Membranen sich als vollstandig reversibel erweist.

Tabelle 18
GaswechselgroBen in 1,8-10-3 «m» Phloretin
Qoz Qco, RQ

1.8td. | 3.8td. | 1.5td. | 3.8td. 1.8td. | 3.8td.
Endogene Atmung ....... 4,55 | 3,79 | 1,83 | 1,83 | 0,41 | 0,48
in Phloretin . . s ovysvmsees (186 %) (155 %)
Glucoseatmung .......... 514 4,32 | 8;13 | 3,13 | 0,61 }°0,73
in Phloretin ............. (1489%) (125%)

|

Kontrolle .. .vovvaviuiin 2,44 —_ =
(endogene Atmung) ...... (1009%)
Kontrolle ............... 3,47 —_ e
(Glucoseatmung) ......... (1009%,)

In Figur 11 sind die in 1,8+-10~3 m Phloretin, das bei dieser Konzentra-
tion allerdings nicht vollstindig gelost ist, sich ergebenden Gaswechsel-
groBen graphisch und in Tabelle 18 auch zahlenmiBig dargestellt. Die Ver-
suchsanordnung stimmt im iibrigen genau mit der fiir das Experiment,
welches Figur 9 zugrunde liegt, beschriebenen iiberein, und die ersten
Messungen erfolgen auch hier zirka 114 Stunden nach Einwirkung der
phenolischen Verbindung. Trotz der durch ungeloste Substanz hervor-
gerufenen Triibung, die am Ende des Versuches aber nicht mehr besteht,
148t sich schon 10 Minuten nach Beginn der Protokollierung eine intensive
Gelbfirbung des Mediums feststellen. Die Hauptfolgerung, welche sich aus
dem Versuch iiber die Wirkung von 1,8-10-2 m Phloretin auf den Gas-
wechsel ergibt, stimmt allgemein mit derjenigen aus den Untersuchungen
mit der zehnmal geringeren Konzentration iiberein: Phloretin erweist
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sich als ein Substrat der Phenoloxydase. DaB Fiitterung dieses Phenols
aber auch die Atmung als Ganzes stimulieren wiirde, ist aus vorliegendem
Experiment nicht zu ersehen, weil man aus technischen Griinden nicht
gleichzeitig Kontrollen der CO,-Abgabe in unbeeinfluBtem Gewebe durch-
fithren konnte. Die Wirkung von 1,8+10-% m Phloretin auf die Sauerstoff-
aufnahme ist sehr viel ausgeprigter als diejenige einer 1,8-10~4 m Losung.
Auch sind die RQ-Werte bei der hohern Konzentration erwartungsgemi
geringer, da jetzt pro Zeiteinheit mehr Phloretin oxydiert wird ; die Menge
der gebildeten Chinone ist demnach in erster Linie durch Substrat- und
nicht durch Fermentkonzentration limitiert. Nach Oxydation eines ge-
wissen Anteils des Phloretins steigt der RQ bei Grund- und Glucoseatmung
langsam an, ohne jedoch den Ausgangswert bis Versuchsende wieder zu
erreichen, weil offenbar im Gegensatz zur gleichen Konzentration von
Phloridzin (siehe Fig. 10) hier noch nicht alles Phloretin oxydiert ist, das
infolge seiner stdrkern Schwerldslichkeit erst in dem MaBe, wie es als
Chinon fiir das Loslichkeitsprodukt bedeutungslos wird, in Losung geht.

Zusammenfassend 1aBt sich sagen, daB Anwendung von Phloridzin
und Phloretin zur Untersuchung von Atmungsvorgingen beim Champi-
gnon keine oder nur mit ungeniigender Sicherheit interpretierbare Resul-
tate liefert, weil bei beiden Verbindungen eine durch die Tyrosinase ver-
ursachte Uberfuhrung in ein Chinon oder Pigment mit Chinongruppierung
erfolgt, so dal man es mit einer Superposition der Oxydation dieser beiden
phenolischen Verbindungen und der eventuell durch diese Stoffe beein-
fluliten Atmung zu tun hat.

b) Entkoppelung durch 2,4-Dinitrophenol

Clifton (1946) zeigte, dafl 2,4-Dinitrophenol (DNP) in geringen
Konzentrationen synthetische Reaktionen ohne direkte Beeintrichtigung
der Atmung vollstindig blockieren kann, ein Ergebnis, welches durch
Loomis und Lipmann (1948) eine Erklirung erfuhr, weil diese Substanz
oxydative Phosphorylierung und Atmung entkoppelt, so daB Uberfiih-
rung anorganischen Phosphates in ATP unterbleibt und die Oxydation,
deren Geschwindigkeit (und damit auch diejenige des Substratabbaus) in
vielen Fillen durch den Phosphatcyclus begrenzt wird (Eberhardt,
1957), unabhéngig von Phosphat und dem Phosphatakzeptor ADP ver-
lduft. Man stellt auch erhohte ATP-ase-Aktivitit fest (Simon, 1953). Ist
die Atmungsrate durch die Kapazitéiit des Phosphorylierungssystems limi-
tiert, so vermag demnach DNP die Sauerstoffaufnahme zu steigern, eine
Korrelation, die es erlaubt, kontrollierende Faktoren der Atmungsintensi-
tdt zu analysieren, was Millerd, Bonner und Biale (1953) sowie
Pearson und Robertson (1954) mit Geweben von Friichten durch-
fithrten.
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. Die entkoppelte und dadurch energetisch nicht mehr wirksame Zell-
atmung verliert die Moglichkeit kontrollierenden Einflusses auf die Gly-
cose, so da unter Aufhebung des Pastéureffektes aerobe Gérung eintritt
(Judah and Williams-Ashman, 1951; Beevers, 1953; Hess und
Chance, 1959). '

Tabelle 19
Prozentuale Steigerungen der Sauerstoffaufnahme mit und ohne exogenes Substrat

unter EinfluB verschiedener Konzentrationen von DNP

. Prozentuale Steigerung von Q02
DNP-Konzentration
Grundatmung | Glucoseatmung
2,7-10-% m e 4B
54-10-%m — +30
1,6-105 m — —+52
2,7-10~°m +-85 +46
5,4-10~5m —_— +37
1,0:10% m +40 438
5,0:10%m +46 (+10) +30 (—17)
1,0-1023 m +49 (+ 9) +23 (—18)

In Tabelle 19 sind die durch DNP hervorgerufenen Steigerungen der
Sauerstoffaufnahme des Plectenchyms aufgezeichnet. Wahrend man bis
zu einer Inhibitorkonzentration von 10~¢ m zehn Minuten nach Zukip-
pen des Antimetaboliten schon wieder Linearitdt der Atmungsrate fest-
stellen kann, werden die durch gréBere Mengen des Hemmstoffes bewirk-
ten Zunahmen von Q, , wie zum Beispiel Figur 12 zeigt, nur wahrend zirka
dreiBig Minuten aufrechterhalten, und erst nachher geht die Sauerstoff-
kurve ebenfalls in eine Gerade iiber, deren auf die urspriingliche Atmungs-
rate bezogene prozentuale Zunahme der Neigung durch die Zahl in Klam-
mer angegeben ist. '

Wie die Tabelle zeigt, stimuliert DNP die Atmung sowohl mit als auch
ohne Glucose als Substrat, ein Ergebnis, welches mit demjenigen von ana-
logen Experimenten mit Weizenwurzelspitzen iibereinstimmt (Eliasson,
1959a). Die Aussage der vorliegenden Versuchsresultate lautet: Die At-
mungsintensitit des Plectenchyms von Agaricus campester wird durch die
Kapazitit des Phosphorylierungssystem und nicht durch das Substrat-
angebot limitiert.

Da Glucose in unbeeinfluBtem Gewebe die Sauerstoffaufnahme um
mehr als 509, zu steigern vermag, muf} diese Stimulierung auf einem er-
héhten Angebot von entsprechenden Phosphatakzeptoren, wahrschein-
lich ADP, beruhen, hervorgerufen offensichtlich durch die Hexokinase-
reaktion oder synthetische Vorgiinge, in welchen Glucose unter Teilnahme

- 253



energiereicher Phosphatdonatoren verbraucht wird, wobei das entstandene
ADP die Atmung aktiviert (Chance and Hess, 1959).

Die Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit bei Glucosefiitterung
beruht also eigentlich nicht auf einer erhohten Substratkonzentration,
sondern auf einer durch die Fiitterung hervorgerufenen Zunahme der
intrazelluliren Konzentration von ADP. Es ist dabei nicht uninteressant,
sich in Erinnerung zu rufen (siehe Kap. 2), daB die groBten Atmungs-
steigerungen im Fruchtkorpermycelium des Champignons durch Zucker,
wie Fructose, Mannose und Glucose, von denen man annehmen kann, daB
sie durch eine Kinasereaktion in den Stoffwechsel eintreten, hervorgerufen
werden. Ist aber Glycogen endogenes Substrat, eine Annahme, welche
nach den Ausfiihrungen von Kapitel 3 groBen Wahrscheinlichkeitswert
besitzt, so bildet sich Glucose-6-phosphat ja unter Einwirkung von Phos-
phoglucomutase aus dem Cori-Ester und dieser aus Glycogen durch Phos-
phorolyse, also ohne direkte Beteiligung von ATP, weshalb beim Abbau
des endogenen Atmungsmaterials weniger ADP zur Aktivierung der Oxy-
dation entstiinde als bei Fiitterung freier Zucker.

Die durch DNP bewirkten prozentualen Steigerungen von Qo, er-
weisen sich bei endogener Atmung deshalb als deutlich gréBer, weil sie auf
eine geringere anfingliche Atmungsintensitit bezogen sind, als dies bei
Glucosefiitterung zutrifft. Es ist aber zu beachten, da die absolute At-
mungsgrolle mit endogenem Substrat in Gegenwart des Entkopplers
stets immer noch kleiner als bei Glucosefiitterung unter denselben Be-
dingungen ist.

Setzt man die Intensitit der endogenen Atmung gleich 100, so erhilt
die unbeeinflufite Glucoseatmung ungefihr den Wert 150; und da DNP
letztere noch um 509, zu steigern vermag, betrigt die Oxydationsge-
schwindigkeit bei Glucosefiitterung und Entkoppelung 225, das hei3t, die
Intensitit des Substratabbaus kann maximal um 125 %, gesteigert werden,
bis ein anderer Faktor auBer der Konzentration geeigneter Phosphat-
akzeptoren fiir die Atmungskettenphosphorylierung begrenzend wirkt.

Tabelle 20

RQ-Werte von Grund- und Glucoseatmung bei verschiedenen DNP-Konzentrationen

RQ
Grundatmung | Glucoseatmung

DNP-Konzentration

2,7-10 m s 0,97
5,410~ m =i 1,05
1:10~*m 1,03 1,12
5-10-*m 1,30 (1,34) | 1,40 (1,25)
1-10-* m 1,29 (1,19) | 1,34 (1,24)
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Besondern Aufschluf iiber Atmungsmechanismen gibt aber nicht nur
die Tatsache der Steigerung von Qo unter Einflu von DNP, sondern
auch die Betrachtung der durch den Entkoppler hervorgerufenen RQ-
Verdnderungen, welche in Tabelle 20 zahlenméBig und in Figur 12 fiir die
stirkste Inhibitorkonzentration auch graphisch dargestellt sind. In
5-10~* m und in 10-3 m DNP verliuft die Kurve der CO,-Abgabe nach
Zukippen des Inhibitors anfinglich ebensowenig linear wie diejenige der
0,-Aufnahme, worauf schon oben hingewiesen ist. Die in der Tabelle an-
gegebenen Werte des respiratorischen Quotienten beziehen sich auf das
durch die siebzigste und neunzigste Versuchsminute begrenzte Intervall,
wobei die Kurvenbogen zur Berechnung durch die zugehorigen Sekanten
ersetzt wurden. Die Zahlenangaben in Klammern entsprechen der Grofie
des Atmungsquotienten nach Wiedererreichen linearen Gaswechselver-
laufes.

L
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Figur 12

Veranderungen der Gaswechselgrofen durch 10-* m DNP

1, 2: 0,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe bei Glucosefiitterung
3, 4: 0,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe mit endogenem Substrat

Die der DNP-Konzentration mehr oder weniger proportionale Hr-
hohung des RQ iiber den Wert der unbeeinfluten Glucoseatmung fiihrt
zum SchluB, daB der Inhibitor nach vollstindiger Entkoppelung der
oxydativen Phosphorylierung Aufhebung des Pasteureffektes hervorruft,
wobei dies in der 2-10~% m Losung des Hemmstoffes gerade noch knapp
verhindert wird. Beevers (1953) gibt fiir viele Objekte 10 m DNP als
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kritische Konzentration an, wo die gesteigerte Atmung noch ohne simul-
tanes Auftreten einer aeroben Gérung besteht, und oberhalb derselben hat
man es gleichzeitig mit zwei respiratorischen Komponenten, derjenigen von
Atmung und aerober Gérung, zu tun.

Nach der Theorie des Pasteureffektes (Leuthardt, 1959) kann man
aus dessen Nichtfunktionieren nach Entkoppelung der oxydativen Phos-
- phorylierung folgern, daBl auch beim Champignon normalerweise eine
dem Verhalten von Hefe analoge Kontrolle der Gérung durch die Atmung
ausgeiibt wird. Da jene unter aeroben Bedingungen eintritt, ist Annahme
der Moglichkeit eines entsprechenden Substratabbaus auch unter Anaero-
bie angezeigt, in Ubereinstimmung mit dem Satze, wonach der Entkoppler
in bezug auf Giarung wie Einfiihrung von Stickstoff wirkt (Hess und
Chance, 1959), und es besteht demnach auch kein Grund, anzunehmen,
daB} die anaerobe Atmung bei Agaricus campester «von der alkoholischen
Gérung durchaus verschieden» wire, wie dies Kostytschew (1907, 1908)
angibt. Diese den anaeroben Zuckerabbau betreffende Folgerung stimmt
mit den aus den Resultaten anderer Versuchsanordnungen gezogenen
Schliissen vollsténdig iiberein (vgl. Abschnitt TV).

Berechnet man die Gréfe der aeroben Giirung mit Glucose als exogenes
Substrat durch Subtraktion der auf die eigentliche Atmung entfallenden
CO,-Abgabe von der total emittierten Kohlendioxydmenge unter Fest-
setzung des RQ auf den Wert 1 (weil es sich um einen Kohlehydratabbau
handelt und die Vorginge, welche den respiratorischen Quotienten nor-
malerweise unter 1 halten, in Gegenwart von DNP kaum mehr funktio-
nieren, besonders, wenn es sich um Synthesen handelte [ Clifton, 1946]),
so erhéilt man einen durchschnittlichen Q, -Wert von 0,47 in 10~% m, 0,98
in 5-10~m und 0,90 in 103 m DNP, wobei in den beiden letztgenannten
Féllen sich diese Zahl lediglich auf den linearen Teil der Kurve nach Be-
handlung mit dem Entkoppler bezieht, da keineswegs erwiesen ist, daB
alles unmittelbar nach Behandlung des Plectenchyms mit sehr starken
Inhibitorkonzentrationen zusétzlich zur Atmung abgegebene CO, auf die
aerobe Girung entfillt, indem durch DNP vielleicht auch synthetische
Reaktionen, an denen Kohlensiure teilnimmt, betroffen werden.

Wihrend die GroBe der auf die oben beschriebene Weise ermittelten
aeroben Gérung in 10~ m DNP etwa dem durchschnittlichen Qg -Wert
bei Glucosefiitterung (0,53) entspricht (vgl. Kap. 1), iibersteigt die Extra-
(CO,-Abgabe in den beiden stéirksten Inhibitorlosungen die Intensitiat der
anaeroben Géarung, was nicht leicht erklirbar ist. Vielleicht stammt auch
im linearen Kurventeil nicht alles zusiitzlich zum Atmungskohlendioxyd
auftretende CO, aus aerober Girung, oder unter Anaerobie wird nicht die
gesamte Brenztraubensiuremenge dekarboxyliert und der durch Triose-
phosphatdehydrogenase abgespaltene Wasserstoff nicht allein auf Acetal-
dehyd iibertragen (vgl. Abschnitt IV).
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Als bedeutsam erweist sich auch das Ergebnis, daB bei der DNP-
vergifteten endogenen Atmung die Pasteurreaktion ebenfalls nicht
mehr funktioniert, wobei der Grad der aeroben Girung (Qeo, = 0,19 in
10~4m, 1,27 in 5-10~* m und 0,57 in 10— m DNP) dhnlich dem]emgen bei
Glucosefutterung ist. Daraus folgt aber umgekehrt: Starvationschnitte
enthalten und metabolisieren iiber den Glycolyseweg vergirbares Sub-
strat, das demnach eine Substanz des Kohlehydratstoffwechsels sein muB.
Dieser Schluf} stimmt mit der aus den Ergebnissen der Arsenatvergiftung
aufgestellten Hypothese, wonach das natiirliche Atmungssubstrat nicht
aus Proteinen, sondern aus Kohlehydraten bestehe, iiberein.

In 10~* m DNP ist die auf die «endogene aerobe Girung» entfallende
CO,-Abgabe genauso wie bei Glucosefiitterung etwas geringer als B
(Vgl Kap. 1), iibersteigt in der 5-10~% m Losung des Hemmstoffes den
Wert der anaeroben Girung betrichtlich und fillt unter EinfluB der
starksten Inhibitorkonzentration wieder ab. DNP scheint also in hohen
Konzentrationen auch bei Metabolisierung endogenen Substrates mul-
tiple Wirkungen auf Atmungsvorgiinge auszuiiben. Die Beantwortung der
Frage, weshalb auch hier die GréBe der aeroben Girung diejenige der
anaeroben iibersteige, bedurfte weiterer Untersuchungen (vgl. Abschnitt
1V).

Zu erwihnen wire schlieflich noch das in Tabelle 19 angegebene, nach
lingerer Einwirkung sehr grofer DNP-Mengen auftretende Absinken von
Qo, unter den Kontrollwert. Die Ursache fiir die Hemmung der Sauerstoff-
aufnahme durch hohe Inhibitorkonzentrationen ist noch nicht eindeutig
geklart, doch soll dies auf die durch DNP hervorgerufene zu starke Er-
niedrigung der Konzentration von ATP, welches man fiir normales Funk-
tionieren der Mitochondrien in Oxydationsprozessen als notwendig er-
achtet (Eliasson, 1959b), zuriickzufiihren sein. Im Unterschied zu an-
dern Objekten (Beevers, 1953) findet aber beim Champignon eine Hem-
mung von Qo nur bei der hochsten DNP-Konzentration und auch dann
lediglich bei Glucoseatmung und in geringem Umfange statt.

Da Dinitrophenol die Zuckeraufnahme hemmt (Stenlid, 1949;
Simon, 1953) und bei 4Avena-Koleoptilen (Bonner, 1949a) in einer Kon-
zentration von 5-10~° m sogar verunmoglicht, hiitte man rein theoretisch
anzunehmen, daf Intensitidt und RQ der DNP-vergifteten Glucoseatmung
nach einer gewissen Zeit auf die entsprechenden Werte der Grundatmung
bei gleicher Inhibitorkonzentration fallen wiirden, was das Experiment
teilweise bestitigt, indem in den beiden hochsten Konzentrationen des
Hemmstoffes eine Anndherung der GréBen von Grund- und Glucoseat-
mung erfolgt (vgl. Fig. 12). Es scheint jedoch noch ein Teil des zugegebe-
nen Zuckers aufgenommen zu werden, denn die Schnitte im Glucoseme-
dium weisen selbst in 10-3 m DNP-Lésung noch etwas hohere Q- und
Qco,-Werte als bei endogener Atmung unter gleichen Bedmgungen auf,
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weshalb zu folgern ist, dafl exogene Glucose offenbar auch bei hohern In-
hibitorkonzentrationen im Stoffwechsel noch eine Rolle spielt. :

AbschlieBend soll noch die Frage diskutiert werden, ob DNP eventuell
als Substrat der Phenoloxydase in Frage kommt, so da} die durch diesen
Stoff hervorgerufenen Gaswechseleffekte anders als in der oben durchge-
fiilhrten Weise erkliart werden miil3ten.

Trife die Annahme einer Oxydation des Inhibitors durch die Pheno-
lase des Pilzes zu, so miite man die Erh6hung von Q, nach Zugabe dieses
Stoffes nicht als eine Zunahme der Atmungsintensitit, sondern als eine
der Atmung superponierte, auf Oxydation des Dinitrophenols zuriick-
fiihrbare Sauerstoffaufnahme interpretieren. Da aber 10~ m DNP Qq,
bereits um 209, hemmt, wihrend die bei Polyphenoloxydasenuntersu-
chungen normalerweise verwendeten Substratkonzentrationen etwa zehn-
mal gréBer sind (Legrand, 1954) und 10-2m DOPA (vgl. Kap. 8c) auch
nach lingerer Versuchsdauer keine Hemmung der Sauerstoffaufnahme er-
kennen 148t, dringt sich die Annahme einer Oxydation des Dinitrophenols
durch die Tyrosinase des Pilzes nicht auf. '

AuBerdem oxydiert nach Dawson und Tarpley (1951) Polyphenol-
oxydase die 4-Nitroderivate von Catechol und Phenol nicht, und diese
verhalten sich als kompetitive Hemmstoffe des betrachteten Fermentes.
Nachdem das verwendete DNP (2,4-Dinitrophenol) aber eine solche Ver-
bindung darstellt, liegen keine Griinde vor, die gegen eine Verwendbarkeit
dieses bekannten Hemmstoffes fiir Atmungsuntersuchungen bei Objekten
mit groBer Phenolaseaktivitit sprechen, wie dies nach den Ausfiihrungen
von Kapitel 6a fiir Phloridzin und Phloretin zutrifft.

DaB die nach lingerer Einwirkungszeit auftretende Hemmung der
Glucoseatmung in Losungen sehr hoher DNP-Konzentration etwa
durch Blockierung der Tyrosinase des Champignons hervorgerufen wiirde,
fallt nach den Ergebnissen von Kapitel 8e, wonach selbst bei totaler
Inaktivierung dieses Enzyms keine verminderte Atmungsintensitit fest-
stellbar ist, auller Betracht.

¢) Versuche mit p-Nitrophenol

Cross, Taggart, Covo und Green (1949) fanden keine Hemmung
der Atmungskettenphosphorylierung durch p-Nitrophenol (PNP), wéh-
rend Slater und Hiilsmann (1959) diesen Stoff in gleicher Weise wie
DNP als Entkoppler der oxydativen Phosphorylierung verwenden. Die
Spezifitét jener Nitroverbindung in bezug auf respiratorische Vorgéinge ist
aber im Gegensatz zu DNP nicht untersucht (James, 1953a), und es
interessierte daher, festzustellen, inwiefern diese beiden Inhibitoren
iibereinstimmende Effekte im Gaswechsel des Plectenchyms hervorrufen.
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Fiir die sich aus der experimentellen Tatsache der kompetitiven Hem-
mung von Phenoloxydase durch PNP (Bonner and Wildman, 1946)
ergebenden Folgerungen siehe Kapitel 8d.

Ml
'y
200}
1001
50 100 150 > t(min)
Figur 13

GaswechselgréBen nach Behandlung des Plectenchyms mit verschiedenen Konzentrationen
von p-Nitrophenol (Glucosefiitterung)

I, 2: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe in 10-¢m PNP
3, 4: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe in 10-2 m PNP
3, 6: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe in 10-2 m PNP

Behandelt man glucosegefiitterte Schnitte mit verschiedenen PNP-
Konzentrationen, so erhilt man die in Figur 13 dargestellten Gaswechsel-
verdnderungen. (Zur Erzielung geniigender Ubersichtlichkeit der Zeich-
nung wird auf die CO,-Kurven vor Zukippen des Antimetaboliten verzich-
tet; der RQ betrug 0,90 fiir [5, 6], 0,94 fiir [3, 4] und 0,95 fiir [1, 2].) Danach
steigert 10~* m p-Nitrophenol Q, um 209, (von 3,93 auf 4,73), ohne we-
sentliche Verinderung des Atmungsquotienten. 103 m PNP fiihrt an-
fanglich zu einer Erhohung der Sauerstoffaufnahme um etwa 509, und
nach Wiedererreichen linearen Kurvenverlaufes betrigt diese Zunahme
bei einem RQ von 1,19 noch 20%,. Die 10-2molare Losung des Hemm-
stoffes schlieBlich schidigt die Zellen auBerordentlich stark, da sowohl
Sauerstoffaufnahme als auch CO,-Abgabe auf ein sehr geringes Niveau
sinken und ein groBer, offenbar durch Austritt zelleigener Substanzen ins
Suspensionsmedium verursachter Trockengewichtsverlust auftritt.
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Die CO,-Abgabe wihrend der ersten Stunde nach Applikation von
10-2 m PNP ist durch diesen Hemmstoff viel weniger beeintrichtigt als
die Sauerstoffaufnahme, wobei der RQ von der 73.-100. Versuchsminute
sogar auf zirka 1,9 steigt. Dies mag darauf beruhen, da83 alles im Gewebe
vorhandene und nicht nur das aus Atmung und aerober Gérung stam-
mende CO, freigesetzt wird, eine Annahme, welche sich auch deswegen
aufdringt, weil die wihrend dieser Zeit zusétzlich zum Atmungskohlen-
dioxyd abgegebene CO,-Menge einem Q¢ -Wert von 1,77 entspricht und
so die GroBe der anaeroben «Glucosegirung» weit tibersteigt. Es tritt also
méoglicherweise auch noch CO, aus dem Plectenchym aus, das weder von
Atmung noch aerober Girung herrithrt. Die in der dritten Versuchs-
stunde noch feststellbare O,-Aufnahme und CO,-Abgabe diirften keine
normale Atmung mehr reprisentieren und stellen wahrscheinlich einen
nekrotischen Gaswechsel dar.

Entgegen den Beobachtungen von Cross et al. (1949) und in Uberein-
stimmung mit den Untersuchungen von Slater und Hiilsmann (1959)
wirkt PNP bei Agaricus campester offenbar wie DNP als Entkoppler der
Atmungskettenphosphorylierung, da die 10~ molare Losung des Hemm-
stoffes den Pasteureffekt aufhebt und gleichzeitig die Atmungsintensitit
zu steigern vermag. Exakt beweisen lieB3e sich die entkoppelnde Wirkung
von p-Nitrophenol allerdings nur durch Bestimmung des P/O-Quotienten,
was mit Gewebeschnitten aber nicht durchfiithrbar ist. Der auf die durch
diese Konzentration hervorgerufene aerobe Girung entfallende Q. -Wert
betragt 0,90. Die dabei auftretende Steigerung von Qo um 509, ent-
spricht der maximalen, mit 10> m DNP erzielten Erhohung der Sauer-
stoffaufnahme bei Glucosefiitterung. Diese erhohte Atmungsintensitit
wird aber im Gegensatz zum offenbar spezifischer wirkenden und weniger
toxischen Dinitrophenol nicht wihrend der ganzen Versuchsdauer in der
gleichen GroBe und bei dementsprechend linearem Kurvenverlauf auf-
rechterhalten.

Die mehr oder weniger iibereinstimmende Wirkung der beiden be-
trachteten Hemmstoffe in bezug auf maximal mégliche Steigerung von
Qo, der Glucoseatmung spricht ebenfalls dafiir, daBl deren Intensitdt
durch die intrazellulire Konzentration geeigneter Phosphatakzeptoren
fiir die oxydative Phosphorylierung limitiert ist.

Nachdem 10-% m PNP die Sauerstoffaufnahme ohne gleichzeitig er-
folgende deutlich feststellbare Erhéhung des RQ stimuliert, entspricht
die verwendete Menge des Hemmstoffes der kritischen Konzentration,
bei welcher der Pasteureffekt gerade noch funktioniert und die fiir DNP
etwa 105 m betrigt (vgl. Kap. 6b). -

In Figur 14 sind die durch 102 m, 10-3 m und 10~* m PNP bewirkten
Gaswechselverinderungen bei Fehlen exogenen Substrates dargestellt,
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Figur 14

Gaswechselverlauf in p-Nitrophenol bei Metabolisierung endogenen Substrates

1, 2: Oz-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe in 10-? m PNP
3, 4: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe in 10-3 m PNP
5, 6: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe in 10-2 m PNP

wobei das im allgemeinen Kurvenverlauf tibereinstimmende Verhalten
von Grund- und Glucoseatmung (Fig. 13) bei den verschiedenen Inhibi-
torkonzentrationen sofort auffallen muf:

a) In 10~% molarer PNP-Losung hort dreifig Minuten nach Behand-
lung der Gaswechsel fast vollig auf, weshalb die Moglichkeit des Abster-
bens der Zellen naheliegt, da ja auch eine durch Trockengewichtsverlust
(409, der unbeeinfluiten Kontrollen) festgestellte « Exosmose» zelleigener
Substanzen auftritt. Aus der Tatsache, daBl der RQ von der 70.-90. Ver-
suchsminute zirka 2,0 betrigt, darf man nicht schliefen, daf} ein aufler-
ordentlich hoher Grad von aerober Géirung erreicht worden wire, sondern
es tritt jetzt offenbar wegen Schiddigung verschiedener Fermentsysteme

durch die hohe Hemmstoffkonzentration alles im Plectenchym vorhan-
dene CO, aus.

b) 10-2 m PNP hebt die Pasteurreaktion auf.

' c) In 107* m p-Nitrophenol findet bei einer um 619, stimulierten
Atmungsintensitit (Qo, = 4,73) wie bei Glucosefiitterung noch keine
deutlich feststellbare aerobe Girung statt.

Betrachtet man die absolute GroBle der durch den Inhibitor hervor-
gerufenen Steigerungen von Qo, und Qco,, s0 ist zu bemerken, dal diese
bei der kleinsten verwendeten PNP-Konzentration praktisch gleich sind,
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weshalb man annehmen kann, dafl die zuséitzlich auftretende Atmung auf
einem Kohlehydratverbrauch ohne Fermentation beruht. Die Extra-CO,-
Abgabe nach Behandlung mit 103 m PNP hingegen iibersteigt deutlich
die gleichzeitig erfolgende zusiitzliche O,-Aufnahme, was den Zustand
aerober Gérung anzeigt.

Der mehr oder weniger iibereinstimmende Kurvenverlauf von Grund-
und Glucoseatmung in PNP-Lésungen verschiedener Konzentration 148t
zwei Deutungen zu: Entweder wird in beiden Fillen nach Vergiftung der
Atmung nur noch endogenes Substrat metabolisiert, oder der Abbau in-
neren Substrates erfolgt im wesentlichen in gleicher Weise wie derjenige
exogener Glucose, und dieses ist demnach als ein Kohlehydrat anzuspre-
chen. Die erste Annahme besitzt wenig Wahrscheinlichkeitswert, da PNP
die Zuckeraufnahme zum mindesten nicht ganz verunméglicht, was sich
an den bei Glucosefiitterung hohern RQ-Werten zu erkennen gibt. Die
zweite Interpretationsmoglichkeit, wonach der endogenen Atmung ein
Kohlehydrat oder eventuell ein daraus entstehender Phosphorsiureester,
jedoch kein freier Zucker zugrunde liegt, ist nicht neu und bestitigt frii-
here mit andern Hemmstoffen gewonnene Erkenntnisse iiber die Art des
natiirlichen respiratorischen Substrates des Champignonfruchtkérpers.

Ein zusammenfassender Vergleich der Wirkungen von PNP auf Grund-
und Glucoseatmung zeigt folgende Resultate:

1. p-Nitrophenol fiihrt bei Grundatmung zu schnellerem Absterben als
bei Glucoseatmung.

2. Die 10~ molare Inhibitorkonzentration ergibt stirkere Steigerung
der Sauerstoffaufnahme bei endogener Atmung.

3. Durch 10—* m PNP tritt in beiden Fillen keine aerobe Girung auf;
aber die Zunahme von Q,, betréigt bei G‘rrundatmung etwa 60% gegen-
tiber 209, bei Glucosefutterung

Aus 2. und 3. folgt wiederum der schon aus der Ahnlichkeit der durch
PNP und DNP hervorgerufenen Gaswechselverinderungen gezogene
SchluB, wonach die Atmungsintensitéit des Plectenchyms primér durch die
Menge geeigneter Phosphatakzeptoren begrenzt wird. Wegen der Hexo-
kinasereaktion ist bei Glucoseatmung mehr ADP vorhanden, was einen
schnelleren Substratabbau erlaubt. Nach Entkoppelung von Oxydation
und Atmungskettenphosphorylierung spielt die ADP-Menge aber keine
atmungsbegrenzende Rolle mehr, und die Griéfe der PNP-vergifteten
endogenen Atmung kann, wenn geniigend Substrat vorhanden ist, theore-
tisch maximal auf den Wert der entkoppelten Glucoseatmung ansteigen,
was fiir Schnitte in 10-* m p-Nitrophenol sogar numerisch zutrifft, da in
beiden Fillen in der Losung des Hemmstoffes ein Q,-Wert von 4,73 er-
reicht wurde. Eine so genaue Ubereinstimmung ist aber im allgemeinen
nicht zu erwarten und hier wahrscheinlich zufillig.
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d) Fiitterung von Adenosinphosphaten, anorganischem
Phosphat und Magnesiumsulfat

Bonner (1949b) konnte die Sauerstoffaufnahme von Awena-Koleop-
tilen durch DNP stark steigern, woraus er den bekannten Schluf} zog, daf3
die Atmungsintensitdt durch das intrazellulire Niveau geeigneter Phos-
phatakzeptoren begrenzt sei, und priifte diese Annahme durch Fiitterung
von Adenosinphosphaten und Arginin, welches als Phosphoarginin
(Leuthardt, 1959) ebenfalls eine energiereiche Bindung aufweist.

Stimmt diese Hypothese, so sollten ADP und AMP, welch letzteres
gemil der Gleichung 2 ADP=AMP+ATP auch ADP liefert, unter der
Voraussetzung, daB bereits etwas ATP zur Verfiigung steht (Leuthardt,
1959), die Oxydationsgeschwindigkeit ebenfalls steigern, falls die Nucleo-
tide in die Zelle aufgenommen werden kénnen.

Tabelle 21

Steigerungen der Atmungsintensitdt durch Adenosinphosphate in Suspensionsmedien ver-
schiedener Zusammensetzung (Konzentrationen: Adenosinphosphate und MgS0,:10-3 m,
Glucose: 10-2 m, Phosphat: 3-10-2 m)

Zusammensetzung Zugekipptes Steigerung :
NT. pH des Mediums Substrat von Qoz
Glucose | Phosphat | MgSO,| AMP | ADP | ATP %
4,8 + o — - — — +-8
2 4,8 - + 1 + s = +13
4,8 + — + + o s B
4 6,0 -+ “+ + 4= ey B +20
6,0 = = =+ + e e +17
5 4,8 e + i s e & +28
4,8 + i — — — + +19
6 4,8 — -+ -} e ek e + 6
4,8 + + e el i 20
. | 48 | — + el ek e
6,0 — + s e o+ e ol

Leider gelang es weder durch Variation des pH noch durch verschie-
dene Zusammensetzung des Suspensionsmediums (siehe Tab. 21), durch
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exogenes AMP oder ADP mehr als nur méiBige Steigerungen der Atmungs-
rate hervorzurufen. In allen Fillen aber verhindert Zukippen dieser Ade-
nosinphosphate nach Erreichen linearer Atmungsrate zum mindesten das
Absinken der Intensitdt der Grundatmung im Laufe der Versuchsdauer
(vgl. Kap. 1).

Adenosintriphosphat, welches bei solchen Untersuchungen genau
gleich wie die beiden andern Nucleotide wirken soll, was indirekt auf die
ATP-ase-Aktivitiat zuriickgefithrt wird (Bonner, 1949b), ergab, wie die
Zusammenfassung zeigt, bei den Plectenchymschnitten das beste Ergeb-
nis von den gepriiften Adenosinphosphaten. Dies stellt nur scheinbar
einen Widerspruch zur «Phosphatakzeptorentheorie», wonach ein hoher
Gehalt der Mitochondrien an bei der oxydativen Phosphorylierung ent-
standenem ATP eine Verlangsamung der Oxydationsgeschwindigkeit her-
vorruft, falls dieses nicht geniigend rasch fiir Synthesen und andere ener-
gieverbrauchende Vorginge weggeschafft oder durch ATP-ase abgebaut
wird, dar, da exogenes Adenosintriphosphat, falls es wegen der Permeabi-
litdtsbarriere iiberhaupt in die Zellen einzudringen vermag, im Gegensatz
zu dem bei der Atmungskettenphosphorylierung entstandenen und in
gleicher Weise wie das bei der glycolytischen Phosphorylierung gebildete
ATP nicht mitochondrialen Ursprungs ist und so wahrscheinlich in einen
andern, moglicherweise in der Zellmembran lokalisierten ATP-Speicher
(Hess und Chance, 1959) eintreten diirfte, wo eventuell auch ein schnel-
lerer Abbau oder Verbrauch von Adenosintriphosphat als in den Mito-
chondrien stattfindet.

Durch Fiitterung von Arginin erreichte Bonner (1949b) dhnliche
Atmungssteigerungen wie mit den erwihnten Nucleotiden (zirka 259).
Bei Agaricus konnte durch Experimente mit dieser Aminosiure kein ein-
deutiges Resultat gewonnen werden, da in einer Versuchsreihe die Steige-
rung von Qo etwa 109, in der andern 0%, betrug, und zwar sowohl mit als
auch ohne Glucose.

Die vorliegenden, nach Fiitterung von Adenosinphosphaten gewonne-
nen Versuchsresultate widerlegen die Annahme, wonach die ADP-Kon-
zentration beim Champignon begrenzender Faktor der Oxydationsge-
schwindigkeit sei, nicht, sondern sie liegen eher in Richtung dieser Hypo-
these, auch wenn sich nach Behandlung des Plectenchyms mit den ver-
wendeten Nucleotiden nur geringe Atmungssteigerungen ergeben, was
sicherlich auf mangelnder Permeabilitéit nicht nur im engern, sondern
auch im weitern Sinn (Unmoglichkeit einer Substanz, den Ort ihrer bio-
chemischen Wirksamkeit in der Topographie der Zelle einzunehmen
[Wiame, 1957]) beruht.

Es interessierte in diesem Zusammenhang auch noch, inwiefern die
Schnitte exogenen anorganischen Phosphates bediirfen, womit sich die
Mébglichkeit priifen liefle, ob die bei Fiitterung von Adenosinphosphaten
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auftretenden Atmungssteigerungen lediglich von aus dem Molekiil abge-
spaltenem Phosphat herrithren konnten. DaB sich in Untersuchungen von
einstiindiger Dauer keine unterschiedliche Sauerstoffaufnahme in Phos-
phat- und Phthalatpuffer ergibt, ist schon erwidhnt worden (Abschnitt IT).
In der vorliegenden Versuchsreihe erfolgte nun die Fiitterung von
KH,PO,/Na,HPO, erst sechzig Minuten nach Versuchsbeginn, ohne daf}
sich jedoch eine atmungssteigernde Wirkung exogenen anorganischen
Phosphates gezeigt hiitte, da die Verdnderungen von Qo, nach der Fiitte-
rung in vier verschiedenen Experimenten bei Glucoseatmung 0%, +19%,
—69% und +29%, bei endogener Atmung —119%,, —159%,, —189%, und
—29, betrugen, lauter Werte, wie sie auch ohne zusétzliche Phosphat-
gabe auftreten. Man kann demnach annehmen, da3 das Plectenchym ge-
niigend solche Ionen enthilt und die durch die obenerwihnten Nucleotide
hervorgerufenen Steigerungen der Sauerstoffaufnahme nicht lediglich
durch abgespaltenes Phosphat zustande gekommen sind.

Nach Erreichen linearer Atmungsrate zugekipptes MgSO, (10—3 m)
vermochte die Intensitét der Glucoseatmung um 139, zu steigern. Mg++-
Ionen funktionieren unter anderem als Aktivatoren fiir viele mit dem
Phosphatstoffwechsel in Zusammenhang stehende Enzyme, so dall eine
genaue Lokalisation des Angriffspunktes des zugegebenen Magnesium-
sulfates im Atmungsschema nicht moglich ist. Offenbar weist das Plecten-
chym aber einen suboptimalen Gehalt an Mg*+ auf, was vielleicht durch
das Auswaschen der Schnitte wihrend der Vorbehandlung verursacht
wird.

7. Begrenzende Faktoren der aeroben Atmung

Nach den Ergebnissen von Kapitel 6 kontrolliert die Menge intra-
zellulirer Phosphatakzeptoren und nicht das Substratangebot die At-
mungsintensitit. Demnach diirfte Fiitterung nur solcher Stoffe, welche
primér zu einer Erhdhung der ADP-Konzentration fiithren, wie dies fiir
Zucker zutrifft, zu groBen Steigerungen der Sauerstoffaufnahme fiihren,
wahrend Erhohung der Kapazitit anderer Fermente oder Enzymgruppen
dabei keine solche Wirkung ergeben sollte, wobei natiirlich noch zu zeigen
sein wird, ob die gefiitterten Cofaktoren iiberhaupt die Moglichkeit haben,
in die Zellen einzudringen. Erhéht nun aber umgekehrt eine bestimmte
Substanz die Atmung erheblich, so folgt daraus, daB} sie im System der
oxydativen Phosphorylierung angreift. Diese beiden letztgenannten
Punkte erfahren im folgenden eine Priifung, wiithrend die besondere Eig-
nung freier Zucker, den Qo -Wert zu steigern, schon in Kapitel 2 erwéhnt
wird.
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a) Fiitterung von Pyridinnucleotiden

Obschon sehr verdiinnte wésserige Losungen von DPN* unbestindig
und selbst konzentrierte nur einige Tage in der Kilte haltbar sind (Rau-
hen, 1956), kann man doch annehmen, daB etwa 114 Stunden nach Her-
stellung der Losung, im Zeitpunkt der Fiitterung, noch geniigend kataly-
tisch wirksame Codehydrase I existierte, da die anfinglich in die Ansatz-
birne eingefiillte Losung 102 molar war, was einer Endkonzentration im
Hauptraum von maximal 10—3 m entspricht.

Tabelle 22
Veranderung der Gaswechselgréfen nach Fiitterung von DPN+
Endogene Atmung Glucoseatmung
Steigerung von QD, ....... 09% + 49
Steigerung von QCO2 ..... +19% +129
BOEY s sovms e € idd Coa 0,69—0,82 0,89—-0,98

Die sich dabei ergebenden Veréinderungen der GaswechselgroBen von
Schnitten im Standardsuspensionsmedium sind in Tabelle 22 dargestellt.
Die gemif3 diesen Zahlen variierten AtmungsgroBen werden wihrend der
ganzen Versuchsdauer bei vollstindig linearem Kurvenverlauf aufrecht-
erhalten.

DPN+ vermag weder die Sauerstoffaufnahme der Grund- noch dieje-
nige der Glucoseatmung deutlich zu steigern, was man gem#B obigen Dar-
stellungen erwartet, doch ist eine Stimulierung der CO,-Abgabe und damit
eine RQ-Erhshung mit oder ohne Glucose als Substrat unverkennbar. Ob-
schon also Fiitterung von Coenzym I die Intensitit des Abbaus in der
respiratorischen Substratkette nicht zu steigern vermag, bleibt DPN+ in
den Zellen doch nicht wirkungslos, da es, wohl mit dem (den) entspre-
chenden Apoferment(en) zusammen, direkt oder indirekt Reaktionen be-
giinstigt, welche vorher nicht oder nicht in gleicher Geschwindigkeit ab-
laufen konnten. Es scheint, als ob durch DPN* ein groBerer Teil des Sub-
strates totalem Abbau anheimfiele, vielleicht auf Kosten derjenigen Vor-
ginge, welche normalerweise den RQ sehr tief halten, und man hitte es
demnach hier mit einer Art intrazellulirer Regulation von alternativen
Stoffwechselvorgéingen durch die Konzentration eines bestimmten Fer-
mentes zu tun.

Die Frage nach der Moglichkeit des Eindringens von DPNT in das
Plectenchym zu stellen, diirfte jetzt iiberfliissig sein, nachdem Zugabe
dieses Nucleotides ins Suspensionsmedium die CO,-Abgabe steigern kann
und auBerdem unter anaeroben Bedingungen die GéirungsgroBe um etwa
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80 9% erhoht (vgl. Kap. 4). Ist aber die Zelle fir DPN+ wohl wegen Funk-
tionierens aktiven Stofftransportes nicht vollig impermeabel, so trifft dies
wahrscheinlich auch fiir TPN* zu, das, wie unten gezeigt wird, genau wie
Coenzym I in bezug auf Gaswechselvorginge nicht ohne Effekt bleibt.

Tabelle 23

Veréanderungen der Atmungsgréen nach Fiitterung von TPN+

Endogene Atmung Glucoseatmung

Steigerung von Qq,

prozential .., veanedd +159 +119

ahaohab .. .....o0ivins 0,39 0,41
Steigerung von QCOE

prozentual .......... P +36% +179%

ghaolut & . oo on viv e us 0,76 0,567
Veranderung des RQ .. ... 0,79—0,93 0,92—0,97

Die durch exogenes TPN T hervorgerufenen Gaswechselverinderungen
sind in Tabelle 23 zu sehen, welche zeigt, dafl dieses Nucleotid die Sauer-
stoffaufnahme etwas zu steigern vermag, aber doch nicht so, wie dies zu
erwarten wire, falls die Menge dieses Cofaktors atmungsbegrenzend
wirkte.

Aus der experimentellen Tatsache, daBl die Grundatmung einen durch-
schnittlichen RQ von 0,74 besitzt, sowie der Moglichkeit, mit Arsenat die-
sen Wert auf 1 zu erhéhen, wurde schon friiher gefolgert, dafl gleichzeitig
mit der Atmung noch andere den Gaswechsel beeinflussende Vorgiinge
ablaufen, wobei die zu postulierenden Nebenreaktionen mit der respira-
torischen Substratkette irgendwie verkniipft sein miissen (vgl. Kap. 3).
Da TPNT gleichzeitig mit der schwachen Steigerung der endogenen At-
mung eine deutliche RQ-Erhohung bewirkt, erfolgt durch die Codehy-
drase II offenbar ebenfalls wie mit DPN+ eine Begiinstigung des vollstan-
digen Substratabbaus. Die absolute Zunahme von Qg betrigt 0,76
(ungefahr 100 %, mehr als die absolute Steigerung von Qo,); die Erhohung
des RQ riihrt also nicht einfach davon her, daf3 durch TPN+ nun zusétzlich
die Veratmung eines Kohlehydrates (mit RQ = 1) ermdglicht wiirde, was
den Gesamt-R(Q erhohte, sondern es ist nun eine zusétzliche CO,-Abgabe
vom Abbau des endogenen Substrates festzustellen, die ohne TPN+-
Fiitterung nicht stattfindet.

Genauso bemerkt man auch bei Glucoseatmung eine absolut héhere
Zunahme von Q, als von Qo,, das heilt, es wird auch hier unter Einflul}
des Nucleotides nicht lediglich mehr Kohlehydrat veratmet, sondern es
erfolgt dariiber hinaus noch eine Extra-CO,-Abgabe, so dafl der RQ prak-
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tisch den nach der Art des metabolisierten Substrates zu erwartenden
Wert erreicht.

Obigen Darlegungen konnte etwa noch folgende Bemerkung hinzuge-
fiigt werden: Die Verinderungen der GaswechselgroBen sind lediglich
deswegen aufgetreten, weil der Cofaktor in einzelne Teile, zum Beispiel

auch Phosphat und Ribose, gespalten wurde, die dann ihrerseits die At-
mung beeinflussen.

Dieser Einwand ist jedoch kaum stichhaltig; denn weder Zugabe von
Phosphat (vgl. Kap. 6d) noch von Ribose erhoht die Sauerstoffaufnahme,
und der RQ bleibt in allen Fillen unverindert; auch wire dann bei TPN+-

und bei DPN*-Fiitterung die gleiche Steigerung von Qo, zu erwarten, was
aber ebenfalls nicht zutrifft.

b) Wirkung von Hefeextrakt

Fiittert man Plectenchymschnitte mit 0,5% Difco-Hefeextrakt, so
148t sich unter anaeroben Bedingungen keine Wirkung dieses Substanz-
gemisches in bezug auf die CO,-Abgabe feststellen, wihrend Grund- und
Glucoseatmung dadurch betréichtliche Steigerungen erfahren. Die Sauer-
stoffaufnahme unmittelbar vor Gebrauch hergestellter Hefeextraktlosung
allein ist vernachlissigbar klein.

Lo
5

o—o Glucosefiitterung

e—e endogenes Substrat

-200¢

i

-100+1

50 100 150 ™ $min}

Figur 15
Einfluf} von Difco-Hefeextrakt (0,59%) auf die GroBe der Sauerstoffaufnahme
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Nach Figur 15, welche die Ergebnisse eines solchen Versuches zeigt,
wird die Intensitdt der endogenen Atmung durch frische Hefeextrakt-
l6sung um 1009%, und die Glucoseatmung um 43 9, erhoht. Setzt man die
GroBe der Grundatmung gleich 100, so ergibt sich bei Glucosefiitterung
anfinglich der Wert 142, und mit Hefeextrakt lauten diese Zahlen auf
200 beziehungsweise 203. Nun stimmen die beiden Atmungsintensitéiten
praktisch iberein, und Hefeextrakt erlaubt somit der endogenen Atmung,
auf die Grofle der Glucoseatmung unter gleichen Bedingungen anzu-
steigen.

In diesem Zusammenhang wird man sich sofort des nach Vergiftung
der Atmung mit zirka 10-5 m DNP erhaltenen Ergebnisses erinnern, wo-
nach die Atmung mit oder ohne exogenes Substrat nach Entkoppelung
und bei dadurch hervorgerufener Unabhiingigkeit vom System der oxy-
dativen Phosphorylierung maximal auf etwa 2259%, der unbeeinfluten
Grundatmung ansteigen kann, bevor ein anderer Faktor atmungsbegren-
zend wirkt (vgl. Kap. 6b). Durch die genannte Konzentration der Ent-
kopplersubstanz wurden &hnliche respektive Verinderungen der Qo -
Werte von Grund- und Glucoseatmung wie nach Fiitterung von Hefe-
extrakt festgestellt (stirkere Steigerung der endogenen Atmung, so dal}
die Intensitit der Grund- sich derjenigen der Glucoseatmung néhert).

Wegen der geringen Konzentration der Hefeextraktlosung ist nicht
anzunehmen, dafBl die bei deren Fiitterung hervorgerufenen Steigerungen
von Qo, direkt durch Veratmung in diesem Extrakt enthaltener Substrate
zustande kommen. Es scheint sich dabei vielmehr um ein Agens zu han-
deln, welches seine Wirksamkeit schon in katalytischer Menge ausiibt.

Da beim Champignon die Atmungsintensitit durch die intrazelluldre
Konzentration von ADP limitiert ist, Hefeextrakt unter anaeroben Be-
dingungen die CO,-Abgabe nicht beeinfluBt, die GroBe von Grund- und
Glucoseatmung hingegen je auf das nach Entkoppelung durch DNP er-
reichbare Niveau erhoht, besteht die Moglichkeit, dall Hefeextrakt im
System der Atmungskettenphosphorylierung angreift.

Bei Fiitterung dieses Gemisches verschiedener Substanzen ist bei Glu-
coseatmung keine nennenswerte Erhohung des RQ feststellbar, wohl aber
bei endogener Atmung, deren respiratorischer Quotient in einer Ver-
suchsreihe von 0,73 auf 0,83 stieg, wobei die absoluten Zunahmen von
Qo, und Qo 1,77 beziehungsweise 1,70 betrugen ; in einer andern Serie er-
hohte sich der RQ von 0,70 auf 0,86, und die Betrige der Verinderungen
von Qo, und Qgo, lauteten auf 2,06 beziehungsweise 2,12. Auch bei Glu-
coseatmung sind die absoluten Steigerungen der O,-Aufnahme und der
CO,-Abgabe groBenmiBig iibereinstimmend. Daraus ergeben sich zwei
Folgerungen:
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1. Hefeextrakt ruft seine atmungssteigernde Wirkung offenbar nicht
wie DNP durch Entkoppelung der oxydativen Phosphorylierung hervor,
sondern scheint die Leistungsfihigkeit dieses Systems direkt zu erhéhen.

2. Weil die nach Hefeextraktfiitterung zusitzlich auftretende Grund-
atmung einen RQ von 1 aufweist, muBl der Champignonfruchtkérper
Kohlehydratreserven besitzen, deren Metabolisierung durch Hefeextrakt
induziert wird, was mit andern Versuchsanordnungen gewonnene Ergeb-
nisse iiber die Natur des endogenen Substrates bestatigt.

Die aus vorliegenden Experimenten gezogene Schlufifolgerung, wo-
nach die durch Hefeextrakt bewirkte Verinderung des Atmungstypus
wahrscheinlich durch Eingreifen eines in diesem Substanzgemisch ent-
haltenen Stoffes im Kontrollmechanismus der Atmungsrate zustande
kommt, wird im folgenden gepriift. Gema8 den Ausfiihrungen von Kapi-
tel 6b soll, nachdem die Atmungsgrofie mit oder ohne exogenes Substrat
auf maximal 225 %, der unbeeinfluBten endogenen Atmung angestiegen ist,
ein anderer Faktor als die ADP-Konzentration die Oxydationsgeschwin-
digkeit begrenzen. Trifft dies zu, so wiire zu erwarten, da die durch Hefe-

extrakt stimulierte Atmung durch DNP keine grof3e Steigerung mehr er-
fahrt.

¢) Die durch Hefeextrakt hervorgerufene Verinderung
des Atmungstypus ‘

Gibt man zu den Schnitten mit durch Hefeextrakt stimulierter Grund-
atmung 10-% m MgSO,, 3-10-2 m KH,PO, oder 2,7-10-5 m DNP, so er-
geben sich folgende Zunahmen von Qo,: 20 %, beziehungsweise 15 %, bezie-
hungsweise 209%,. Vergleicht man diese Zahlen mit den entsprechenden in
Abwesenheit von Hefeextrakt sich ergebenden Steigerungen der Sauer-
stoffaufnahme (159, mit MgSO,, 0% mit anorganischem Phosphat und
50 % mit Dinitrophenol), so mul man feststellen, daB jetzt ein etwas ver-
dnderter Atmungstypus vorliegt.

Da Mg*+-Ionen keine wesentlich andere Wirkung als in Abwesenheit
von Hefeextrakt zeigen, anorganisches Phosphat nun den O,-Verbrauch
deutlich stimuliert und DNP nicht einmal mehr halb so wirksam wie bei
normaler Glucoseatmung ist, scheint die Oxydationsgeschwindigkeit in
Gegenwart von Hefeextrakt vorwiegend durch andere Faktoren als ADP,
vielleicht durch die Konzentration eines Cofermentes und von anorgani-
schem Phosphat, welches nach den oben erwihnten Versuchen jetzt in
suboptimaler Menge zur Verfiigung steht, kontrolliert zu sein.

Auch 10-* m PNP, das die normale Glucoseatmung nach Entkoppe-
lung und dadurch hervorgerufener Unabhéngigkeit der GroBe der Sauer-
stoffaufnahme vom Niveau der betreffenden Phosphatakzeptoren um 209,
erhoht, bleibt auf die durch Hefeextrakt gesteigerte Glucoseatmung fast
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wirkungslos (Erhéhung von Qo, um nur 59%,). Demnach erfolgt die Kon-
trolle der Geschwindigkeit des respiratorischen Substratabbaus in Gegen-
wart von Hefeextrakt nicht durch die ADP-Menge.

Zusammenfassend 1403t sich sagen, dall Hefeextrakt den Typus der
Atmung von Agaricus campester durch EKingreifen in deren oxydativen
Teil, moglicherweise durch direkte erkung auf die Atmungsketten-
phosphorylierung, veréndert.

8. Zur Terminaloxydase der Atmung

Als Terminaloxydasen werden solche Enzyme bezeichnet, die Elek-
tronen von Produkten des Intermedidrstoffwechsels auf Sauerstoff iiber-
tragen konnen (z.B. Cytochromoxydase, Flavoproteine, Phenolase-
komplex u. a. [Mason, 1955]).

af) Azidvergiftung

Na-Azid ist bekannt sowohl als ein Entkoppler der glycolytischen
(Spiegelmann, Kamen and Sussman, 1948) als auch der oxydativen
Phosphorylierung (Lehninger et al., 1959) und vermag so in bestimmten
. Fillen die Sauerstoffaufnahme und die CO,-Abgabe betrichtlich zu stei-
gern (Tissieres, 1950; Jennings, 1959). Andererseits hat Azid wie Cya-
nid auch die Fahigkeit, mit Schwermetallen Komplexe zu bilden, und die
etwa 10~2 molare Inhibitorlésung hemmt auf diese Weise die Cytochro-
moxydase von Weizenembryonen total (James, 1953a) und die Poly-
phenoloxydase von Agaricus campester bei pH 5,9 um rund 709%, bei
pH 7,3 gar nicht (Keilin, 1937).

Beriicksichtigt man die lingst bekannte Regel, wonach das pH bei
Verwendung schwacher Siuren als Hemmstoffe bei In-vivo-Versuchen
etwa so tief wie der pK-Wert der Séure gewihlt werden soll, da wahr-
scheinlich nur die undissoziierte Partikel permeiert (James, 1953a), so
ergibt sich bei pH 4,8 (pK von HN,; = 4,7), eingestellt mit Phthalatpuffer,
eine totale Hemmung der Glucoseatmung sowohl durch 10-2 m als auch
durch 10-3 m Na-Azid (Endkonzentration in den Warburggeféifien), und
zwar schon dann, wenn der Hemmstoff sich noch im Seitenraum befindet.
Die geringe Menge von gasformigem HNj,, welche sich im Gleichgewicht
mit dem gelsten Azid in der Ansatzbirne befindet und sich offenbar in der
Flissigkeit im Hauptraum 16st, soweit nicht eine Absorption durch die
Kalilauge im zentralen Einsatz erfolgt, was zu einer dauernden Nachliefe-
rung des Gases aus dem Seitengefi3 fithrt, geniigt also, um die Sauerstoff-
aufnahme des Plectenchyms total zu sistieren. 10~ m NaN; ergibt nach
dem Zukippen eine auf die Kontrolle bezogene Hemmung von Qo, um
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50 %, wobei selbst bei dieser geringen Konzentration die Sauerstoffauf-
nahme schon vor dem Zukippen durch aus dem Seitenraum diffundieren-
des HN; um 259, vermindert ist. Da sich die Glucoseatmung durch Azid
total hemmen laBt, wire damit bereits gezeigt, daB die Terminaloxydase
von Agaricus campester ein Schwermetall enthilt und daB dariiber hinaus
bei Glucosefiitterung keine alternativen Wege des Elektronentransportes
der Atmungskette vorliegen,

Sind die bei pH 4,8 beobachteten Einfliisse von Na-Azid auf die GrioBe
der Sauerstoffaufnahme richtig interpretiert worden, so kénnte man bei
pH 7,0, wo die effektiv wirksame HN,-Konzentration nur noch /100 der
verwendeten NaN,-Losung betrigt, eine Konzentrationsabhiingigkeit der
Atmungshemmung erwarten. Auch sollte sich der Effekt der Beeinflussung
der Atmung durch aus dem Seitenraum stammendes HN, schon vor dem
Zukippen kaum mehr feststellen lassen. Die diese Ausfithrungen bestiti-
genden Versuchsergebnisse sind in den Figuren 16 und 17 fiir Grund- be-
ziehungsweise Glucoseatmung dargestellt.

/Ug)a
AZIDVERGIFTUNG Kontrolie

(GLUCOSEFUTTERUNG)
10“4m
-200 +

10 ‘3m
?0‘2 m

-~ /
-100 + i

50 100 P 4min)
Figur 16

Azidvergiftung der Glucoseatmung
(Phosphatpuffer, pH 7,0)
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AZIDVERGIFTUNG ; /

(GRUNDATMUNG) /n 10-*m
-100 + // g

/n/ » 10-3m

» t(min)

50 100
Figur 17

Azidvergiftung der Grundatmung
(Phosphatpuffer, pH 7,0)

Noch besser zeigt sich die direkte Beziehung zwischen Azidkonzentra-
tion und der durch den Inhibitor hervorgerufenen partiellen oder totalen
Inaktivierung der betroffenen Fermente, wenn man die Hemmung in Ab-
hangigkeit von HN,, der Partikel, welche wirklich in die Zellen einzu-
dringen vermag, und nicht von der Konzentration des eingewogenen Na-
Azides, in Puffer der gewiinschten Aziditdt aufgelost, betrachtet (vgl.
Tab. 24).

Danach kommt die oft genannte pH-Abhingigkeit der Azidvergiftung
von Geweben wohl lediglich dadurch zustande, dafl einfach die Menge des
verwendeten NaN, und nicht die effektiv wirksame HN;-Konzentration
beriicksichtigt wurde.

Nachdem gemi den Figuren 16 und 17 Grund- und Glucoseatmung in
ihrem Verhalten gegeniiber Azid iibereinstimmen und bei Glucosefiitte-
rung kein HN,-resistenter Anteil der die Sauerstoffaufnahme kataly-
sierenden Fermente existiert, kann man zusammenfassend folgern, dal3
die Terminaloxydase(n) des Champignons schwermetallhaltig ist (sind)
und deren Funktion keiner Flavoproteinoxydase vom Arum spadix-Typ
(James, 1953 ¢) zufillt.
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Tabelle 24

pH-Abhiéngigkeit der Azidvergiftung (Glucosefiitterung)

Konzentration Konzentration Heonnguag s
pH des ggiga:\?ﬁ;men von HN, (m). Qﬂ;:’
7,0 104 m 0,01-10-4=10-¢% 15
7,0 103 m 0,01.10-3=10-5 20
4,8 104 m 0,45-10-4=4,5-10-% 50
7,0 10-2 0,01-10-2=10-% 70
4,8 103 0,45-103=4,5-104 100
4,8 10-2 0,45-10-2=4,5-10"3 100

Eine prinzipiell mégliche atmungssteigernde Wirkung von Azid in-

folge Entkoppelung lat sich wegen der gleichzeitig erfolgenden Hemmung
der Terminaloxydase nicht feststellen.

b) Aufhebung der Pasteurreaktion durch Stilboestrol

Gibt man Schnitte in 1,8-10-3 «m» Stilboestrol im Standardmedium
(Suspension, weil das Oestrogen sehr schwer 15slich ist), so ergeben sich die
in Figur 18 dargestellten Gaswechselkurven. In Tabelle 25 sind die Ver-

pt
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50 160 10 =min)
Figur 18
Zeitlicher Verlauf des Gaswechsels in Stilboestrol
L, 2: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe (endogenes Substrat)
3,4: 0

g~Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe (Glucosefiitterung)
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Tabelle 25

Zeitliche Veranderungen der GaswechselgréBen unter Einflu von Stilboestrol

Kein exogenes Glucose-
Substrat fiitterung

Steigerung von Qo,

(bezogen auf unvergiftete Grundatmung)

Lo StNAE oo s e v 6 mte 5 BT 5 hade § & — 39 +119,.
2.8NAe - i i ik s s e ese e —+209, +31¢
B BTE i s s a e b by +649% +76%

Steigerung von Qco,

(bezogen auf unvergiftete Grundatmung) _
LStunde . v i s e s e +.229 + 569,
BRGNS Cy sons v sowovvs 300 3 8 5000 e + 729 + 969%
BBRUREE Loy won s s myss pmn d 8 2 RK 5 F S +137% +153 9%

RQ
EeSBURAS ov i v 565 50 m ona' s mosn o ocer s 0,99 1,11
VAR v TG L 1,12 1,18
BUBEIAAS v 5 win s 5 5 555§ b n s mani s 1,14 1,13

suchsresultate auch zahlenm#Big zusammengefaBt, wobei es sich um Mit-
telwerte handelt, da die Parabelbogen zur Berechnung durch die ent-
sprechenden Sekanten ersetzt wurden. Im vorliegenden Fall beziehen sich
die prozentualen Steigerungen der (GaswechselgroBen auch bei Glucose-
fiutterung auf die unvergiftete Grund- und nicht wie iiblich auf die unbe-
einflulite Glucoseatmung, da, wie unten erliutert, durch Stilboestrol
(4,4'-Dioxy-a,f-Didthylstilben) méglicherweise die Zuckeraufnahme aus
dem Medium beeintriachtigt ist.

Glucosefiitterung duBert sich im unvergifteten Plectenchym durch
eine auf die endogene Atmung bezogene Erhchung der Sauerstoffauf-
nahme um etwa 509%,. Unter der Wirkung von Stilboestrol ist jedoch der
Unterschied zwischen der Gréfle von Grund- und Glucoseatmung, wie
Figur 18 zeigt, sehr viel kleiner, was darauf beruhen kann, daB entweder
unter den gegebenen Versuchsbedingungen auch bei ungehindertem Glu-
coseaustritt in die Zellen keine hohere Atmungsintensitit moéglich wire
oder daB das Oestrogen den Zuckertransport aus dem Medium in die Zel-
. len hemmt, welch letzteres um so wahrscheinlicher ist, als der RQ in der
dritten Stunde des Experimentes mit und ohne Glucosefiitterung den
gleichen Wert aufweist, die absoluten GréBen von Qo, und Qco, gegen Ver-
suchsende unabhingig vom Vorhandensein exogenen Substrates immer
mehr {ibereinstimmenden Werten zustreben und in einer spiter beschrie-
benen, zweiten Versuchsreihe mit Stilboestrol die Sauerstoffaufnahme bei
Glucosefiitterung sogar noch geringer als mit lediglich endogenem Sub-
strat war. Dies stellt eine der durch Le Fevre (1959) gemachten Erkennt-
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nis, wonach das betrachtete Oestrogen den Durchtritt von Monosacchari-
den durch die Oberfliche menschlicher Erythrocyten hemmt, analoge Er-
scheinung in bezug auf den Zuckertransport durch eine pflanzliche Mem-
bran dar, ist primér wohl eine Frage der Grenzflichenstruktur (Permeabi-
litdt) und eventuell sekundar auch durch vergiftete Atmung bedingt.

Da die durch Stilboestrol verursachte Zunahme von Qo, in der dritten
Versuchsstunde zirka 70 9, betrégt, wobei das Medium am Ende des Expe-
rimentes ganz schwach rosa gefirbt ist, konnte man Oxydation des Oestro-
gens durch die Phenoloxydasen des Pilzes vermuten. Monophenole werden
im allgemeinen erst nach einer gewissen Induktionsperiode angegriffen
(Leuthardt, 1959), weshalb man versuchte, diese durch katalytische
Mengen von Brenzkatechin, dessen Oxydationsprodukte in so geringer
Konzentration das Suspensionsmedium nicht farben, zu verkiirzen. Dazu
diente folgender Versuch:

Je 5 g Plectenchym (geschnitten) in verschiedene Suspensionsmedia
(20 ml, pH 4,8) gegeben :
1. KH,PO,/Na,HPO,
2. KH,PO,/Na,HPO,+107% m Brenzkatechin
3. KH,PO,/Na,HPO, +1,8-10-3«m» Stilboestro]
4. KH,PO,/Na,HPO,+10-3m Brenzkatechin +1,8-10-3«m» Stilboestrol
Resultat: Nach 4 Stunden war im ersten und zweiten Fall keine Féar-
bung erkennbar, das dritte Medium zeigte schwache und das vierte starke
Rosafirbung. Demnach: wird Stilboestrol, wie die manometrischen Mes-
sungen vermuten liefen, durch Phenoloxydasen des Pilzes oxydiert.

Daneben diirfte das Oestrogen primér aber eine andere Wirkung her-
vorrufen als lediglich seine Oxydation durch die Tyrosinase; denn durch
Stilboestrol wird die CO,-Abgabe viel stérker gesteigert als die O,-Aufnah-
me, so dall wir den Zustand der aeroben Gérung und somit eine Aufhe-
bung des Pasteureffektes erhalten, was auf eine Vergiftung der Atmung
durch das Oestrogen hinweist (siehe unten).

Nichtfunktionieren der Pasteurreaktion und damit verbundenes Auf-
treten aerober Gérung setzt aber umgekehrt die Anwesenheit vergir-
baren Substrates voraus, was wieder einmal mehr dafiir spricht, daf3 der
Champignon bei der Atmung Kohlehydrate metabolisiert.

Besonders deutlich zeigt sich die zweifache Wirkung von Stilboestrol
auf den Gaswechsel von Agaricus campester, wenn man die anfingliche
Konzentration des Oestrogens erhoht, was in der zweiten mit diesem Stil-
benderivat durchgefithrten Versuchsreihe dadurch geschah, dafl die Sus-
pension von Stilboestrol in Phosphatpuffer, welche 0,536 g des Oestrogens
in 100 ml enthielt, zuerst auf 50° erwdrmt (ungelostes Stilboestrol
schwimmt an der Oberfliche der Flissigkeit und scheint kaum benetzt zu
sein, wihrend einmal gelostes und dann wieder ausgefallenes Oestrogen
sich teilweise am Boden des Gefalles befindet und sich so nach Aufriihren
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leichter mit der Pipette aufziehen 148t), dann auf 30° abgekiihlt und so
pipettiert wurde, im Gegensatz zu den oben beschriebenen Experimenten,
wo die bei 15° hergestellte Suspension direkt in die Reaktionsgefille ge-
langte und erst im Laufe der Aquilibrierungszeit 30° erreichte. Die an-
fangliche Konzentration gelosten Oestrogens ist nun grofer, weshalb man
zum mindesten eine teilweise Differentiation der Wirkung von Stilboestrol
auf Atmungsvorgénge, welche sofort nach dessen Eindringen in die Zelle
beeinflullt sein kénnen, und der Oxydation dieses Phenols durch die Tyro-
sinase, die ja erst nach einer Induktionszeit, welche wohl nicht im gleichen
Mafe von der Konzentration des Stilboestrols abhéingig ist (Dawson and
Tarpley, 1951) wie die durch diesen Stoff hervorgerufenen Inaktivie-
rungen von respiratorischen Fermenten, zu erreichen vermag.

IQg,! bzw. 10¢q,|
02 0 2 ©6

Figur 19

Gaswechselgroflen in gesittigter Stilboestrollésung

1, 2: Qoz beziehungsweise QCOE mit endogenem Substrat

3, 4: Qg, beziehungsweise QCO, bei Glucosefiitterung
5: Qg, der endogenen Atmung ohne Stilboestrol (Kontrolle)
6: Qp, der Glucoseatmung ohne Stilboestrol (Kontrolle)

Diese Uberlegungen werden durch die in Figur 19 aufgezeichneten
Gaswechselgrofien solchermafien behandelter Schnitte bestédtigt. Danach
erkennt man sehr gut, daf} es sich hier um eine Superposition zweier den
Gaswechsel beeinflussender Vorgénge, nimlich des durch das Oestrogen
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bewirkten Effektes auf die Atmung und der Oxydation des Stilboestrols
durch den Phenolasekomplex des Pilzes, handelt. Da dieses als Monophe-
nol durch die Phenoloxydase nicht so rasch angegriffen wird, zeigt die
GroBe von Qo, wihrend der Induktionsphase vorwiegend die atmungs-
hemmende Wirkung des Stilboestrols und spiter mehr die durch dessen
Oxydation hervorgerufene Sauerstoffaufnahme. Ganz schwache Rosa-
fairbung des Mediums trat schon in der zweiten Versuchsstunde auf, wes-
halb die mogliche Wirkungsweise des Oestrogens auf respiratorische Vor-
génge hauptsichlich wihrend der ersten 60 Minuten zu betrachten ist. Die
Sauerstoffaufnahme in Gegenwart von Stilboestrol darf vor allem nach der
Induktionsphase nicht mehr als Maf} der AtmungsgroBen gelten. Als Er-
satz dafiir soll der Qo -Wert gewihlt werden, welcher aber die Summe
von Atmungs- und Gérungsintensitit darstellt.

Bei Vorhandensein nur endogenen Substrates fillt Qo wihrend der
vier Versuchsstunden von 1,55 auf 0,47 ab, wobei die auf die aerobe Gii-
rung entfallende CO,-Abgabe in den ersten 60 Minuten des Versuches 0,44
betrigt (unter Annahme von RQ = 1). Es scheint also, als ob Stilboestrol
nur die aerobe Atmung, nicht aber die Vergirung endogenen Substrates
hemmte. Das Sinken des RQ bei lingerer Versuchsdauer ist auf die nach
etwa einer Stunde beginnende Oxydation des Stilboestrols zuriickzu-
fiihren, und die Atmung selbst wird wohl zunehmend inaktiviert, so daB
die CO,-Abgabe am Ende des Versuches wahrscheinlich nur noch G-
rungskohlendioxyd darstellt.

In dhnlicher Weise wie bei endogener Atmung #ndern sich auch die
GaswechselgroBen bei Glucosefiitterung, und in beiden Fillen ist Austritt
zelleigener Substanzen (zirka 309, des Trockengewichtes) zu beobachten.

Schliellich stellt sich noch die Frage nach dem Angriffspunkt des Stilb-
oestrols im Atmungsschema. Da das Oestrogen aerobe Girung bewirkt,
die Pasteurreaktion also nicht mehr funktioniert, scheint es naheliegend,
anzunehmen, dal entweder die oxydative Phosporylierung entkoppelt
oder die Terminaloxydase betroffen ist. Weil jedoch Qo, und Qco, durch
kleine und mittlere Konzentration von DNP in bezug auf unvergiftete
Schnitte deutliche Steigerungen erfahren, nach Stilboestrolbehandlung
aber beide Atmungsgr6fien geringer sind als diejenigen der Kontrolle, ist
eine Beeintrichtigung der Terminaloxydase wahrscheinlicher.

McShan und Meyer (1946) zeigten, dall 2-10~* m Stilboestrol den
Succinodehydrogenase-Komplex von Lebergewebe total hemmte, wobei
vor allem die Funktion der Cytochromoxydase des Systems und nicht
die Succinodehydrogenase betroffen war. Case und Dickens (1948) be-
stitigten diese Ergebnisse, ermittelten aber eine etwas stéirkere Hemmung
auch der Succinodehydrogenase selbst.

Da Stilboestrol bei sehr starker Atmungshemmung den Pasteureffekt
authebt, was in den beiden Arbeiten, die Versuche mit Homogenaten be-
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schreiben, nicht erwihnt wird, darf man wohl eine dem Succinodehydro-
genase-Komplex der tierischen Zellen zum mindesten dhnliche Enzym-
gruppe auch bei Agaricus campester annehmen.

Sowohl McShan und Meyer als auch Case und Dickens vertreten
die Meinung, dafl die phenolischen Gruppen des Stilboestrols mit den
hemmenden Wirkungen dieses Oestrogens in Beziehung stehen. Trife dies
zu, so miiBlte in einem Gewebe, welches Phenoloxydase enthélt, der Ein-
flul des Stilboestrols auf die Gaswechselgrolen der Atmung schwicher
werden, sobald dieses oxydiert ist, falls sich die Hemmung als reversibel
erweist.

Die hier durchgefiihrten Versuche sind zur Priifung dieser Zusammen-
hiange nicht geeignet, da das Plectenchym durch die geséttigte Stilboestrol-
l6sung starke Schiddigung erfuhr («Exosmose» zelleigener Substanzen)
und am Ende des  Expérimentes wohl ein Gaswechsel -sich-in Nekrose
befindender Zellen vorliegt. Man miillite mit ganz geringen Konzentra-
tionen arbeiten, nicht wie hier mit einer Suspension des Oestrogens, wo
durch Oxydation aus dem Losungsgleichgewicht verschwindendes Stilb-
oestrol stets durch neues ersetzt wird, und so die Theorie zu beweisen ver-
suchen.

¢) Versuche mit Brenzkatechin und DOPA

Nachdem die Ergebnisse der in Kapitel 8a beschriebenen Versuche
zeigten, daBl die Terminaloxydase(n) von Agaricus campester schwer-
metallhaltig ist (sind), interessierte es, inwiefern der Phenolasekomplex,
definiert als die beiden zusammen vorkommenden Enzymaktivititen,
welche Cu-Proteiden beigeordnet und verantwortlich sind sowohl fiir die
o-Hydroxylierung von Phenolen als auch fiir die Dehydrierung von
o-Diphenolen (Mason, 1955), hiefiir in Frage kommt, wie man dies unter
anderem fiir Kartoffeln (Kubowitz, 1937a), Siilkartoffeln (Walter and
Nelson, 1945) und Teeblitter (Sreerangachar, 1943) annahm. In kei-
nem Fall wurde jedoch die Phenoloxydase auf wirklich schliissige Weise
als Terminaloxydase der normalen Atmung identifiziert (James, 1953b).
Die Moglichkeit einer solchen respiratorischen Funktion des Phenolasen-
komplexes stiitzt sich vor allem auf in vitro durchfiihrbare Reaktions-
reihen folgender Art (nach James [1953¢] und Mason [1955] zusammen-
gestellt):

(TPN)
AH2 DPN o-Diphenol 1/2 02
Dehydrase Phenolase
A DPNH + H* o-Chinon H.O0
(TPNH + H) -
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AH, bedeutet ein durch die Dehydrogenase oxydierbares Substrat
(z.B. Glucose-6-phosphat [Kubowitz, 1937a], Athylalkohol [Kubo-
witz, 1937b]). Das Chinon kann dabei sowohl auf nichtenzymatischem
Wege als auch in bestimmten Féllen durch spezielle Chinonreductasen
(Mason, 1955) in das entsprechende o-Diphenol iibergefithrt werden.
Solche Versuche vermégen aber nur prinzipiell die Moglichkeit, daB
Phenol und Phenoloxydase zusammen eine Terminaloxydase der Atmung
darstellen, aufzuzeigen, sagen aber nichts dariiber aus, ob dies in vivo
wirklich geschieht.

Hétte ein chinonproduzierendes Ferment diese respiratorische Funk-
tion, so miilten vor allem folgende Bedingungen erfiillt sein:

1. Isolierung eines solchen Enzyms aus dem betrachteten Gewebe und
Untersuchung der Spezifitét dieses Fermentes;

2. Erh6hung der Atmungsrate nach Zugabe passender Substrate unter
geeigneten Bedingungen ;

3. Atmungshemmung nach Anwendung spezifischer Inhibitoren der
Phenolase.

; Keilin und Mann (1938) sowie Mallette et al. (1948) isolierten

Tyrosinase (Polyphenoloxydase) von Agaricus campester und untersuch-
ten deren Spezifitdt, wobei als Substrate unter anderem Catechol und 3,4-
Dihydroxyphenylalanin sich als geeignet erwiesen. Wosileit, Nason
und Terrell (1954) konnten im Champignon auch eine Chinonreductase
nachweisen.

Versuche iiber die Wirkung von Brenzkatechin und DOPA, von wel-
chen allerdings keineswegs gesagt ist, daB sie im Plectenchym die natiir-
lichen Substrate der Phenolase darstellen, auf die AtmungsgroBe sind

Tabelle 26

Veranderung der GaswechselgroBen unter EinfluB von 10-2 m Catechol

9, Steigerung 9, Steigerung
Qo, Qco, RQ von Q, von Qg
2 2
Grundatmung
30— 60.Min. ........... 3,38 | 2,564 | 0,75 - —
70.-110. Min. ........... 6,41 | 2,74 | 0,43 +94 + 8
110.-160. Min. ........... 5,23 | 2,02 | 0,39 +58 —20
160.-180. Min. ........... 4,64 | 1,06 | 0,23 +37 —>58
Glucoseatmung
30.— 60.Min. ........... 4,69 | 4,23 | 0,90 — —
70.-110.Min. ........... 6,83 | 3,59 | 0,53 +46 —15
110.-160.Min. ........... 5,73 | 3,20 | 0,56 +22 —24
160.-180.Min. ........... 4,72 | 1,65 | 0,33 +-1 —63
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Figur 20

Zeitlicher Verlauf des Gaswechsels vor und nach Zugabe von 10—2 m Brenzkatechin

1, 2: O,-Aufnahme beziehungsweise CO,-Abgabe mit endogenem Substrat
3, 4: Oy-Aufnahme bezichungsweise CO,-Abgabe mit Glucose als Substrat

im folgenden beschrieben, und Experimente mit Hemmstoffen des Pheno-
lasekomplexes werden in Kapitel 8d und 8e besprochen.

Behandelt man Plectenchym mit Catechol, so ergeben sich die in
Figur 20 dargestellten Gaswechselverinderungen; Tabelle 26 zeigt die
entsprechenden Qq -, Q¢o,- und RQ-Werte (gekriimmte Kurvenabschnitte
zur Berechnung durch die dazugehorigen Sekanten ersetzt). Das Suspen-
sionsmedium farbt sich durch Chinone oder Pigmente mit Chinongrup-
pierung sehr rasch intensiv gelb und ist am Ende des Experimentes dun-
kelbraun.

Eine eventuelle Atmungssteigerung nach Fiitterung von Brenzkate-
chin am erhoéhten O,-Verbrauch dadurch feststellen zu wollen, dal man
die zur bloflen Oxydation des zugekippten Diphenols notwendige O,-
Menge von der totalen nach Zugabe des Catechols zusétzlich auftretenden
Sauerstoffaufnahme subtrahiert, ist deswegen nicht durchfithrbar, weil
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dessen Oxydation nicht beim o-Chinon stehen bleibt und bei vollstéindi-
gem Ablauf pro Mol 2-3 Grammatome Sauerstoff benstigt (Wright and
Mason, 1946). Da so Qo nach Zugabe von Catechol wegen der gleichzeitig
erfolgenden, nichtrespiratorischen Oxydationsvorginge nicht mehr repri-
sentativ fir die Atmungsintensitit sein kann, soll Q¢,, als deren Maf} be-
trachtet werden.

Die CO,-Abgabe nach Behandlung des Plectenchyms mit Brenzkate-
chin ist bei Glucosefiitterung in allen betrachteten Versuchsintervallen wie
immer etwa 509, hoher als mit nur endogenem Substrat. Die Aussage
dieses Versuchsergebnisses lautet demnach: Catechol hemmt die Zucker-
aufnahme aus dem Medium nicht, und die fiir unbeeinfluBBte Zellen fest-
gestellte GroBle des Geschwindigkeitsverhéltnisses, nach welchem der to-
tale Abbau endogenen und exogenen Substrates erfolgt, verdndert sich
durch diesen Stoff auch nicht.

Die durch Brenzkatechin hervorgerufenen Steigerungen von Qg sind
bei lingerer Dauer des Experimentes negativ und fiir Grund- und Glucose-
atmung durchaus vergleichbar, weil die Hemmung im dritten und vierten
Versuchsintervall zirka 209, beziehungsweise 609%, betrigt, was dafiir
spricht, da3 bei Metabolisierung exogener Glucose einerseits und des endo-
genen Substrates andererseits durch das Diphenol oder ein daraus ent-
stehendes Produkt gleiche Vorgénge betroffen sind. Sollte es sich dabei um
solche respiratorischer Art handeln, ergibe sich somit umgekehrt folgen-
der Schlul: Es existieren fiir Grund- und Glucoseatmung identische
Reaktionsreihen.

Da bei Glucosefiitterung nicht nur die prozentualen, sondern auch die
absoluten Zunahmen von Qo nach Zukippen von Brenzkatechin geringer
sind als bei endogener Atmung, erfolgt offenbar die Oxydation des Diphe-
nols langsamer, wenn die Atmungsintensitéit hoch ist. Vielleicht werden
hier auch die Loslichkeit des Sauerstoffes im Medium und dessen Diffu-
sionsgeschwindigkeit vom Wasser in die Zellen ein begrenzender Faktor
des Qo -Wertes, so dall bei Grundatmung mehr Sauerstoff zur Oxydation
des Brenzkatechins zur Verfiigung steht als bei einem durch Glucose-
fiitterung vorhandenen erh6hten O,-Bedarf der Atmung an sich.

Hemmung der CO,-Abgabe nach Catecholfiitterung und Sinken des
RQ weit unter 1 sprechen fiir eine bloBe Superposition von Oxydation des
Diphenols und Atmung, wihrend bei Efeublidttern die groBen Steigerun-
gen der Sauerstoffaufnahme nach Zugabe von Brenzkatechin von ebensol-
chen Zunahmen der CO,-Abgabe begleitet sind, so daB der respiratorische
Quotient den Wert 1 beibehilt (Lerner, 1954). Im Gegensatz zu den dort
aus den experimentellen Ergebnissen gezogenen Schliissen scheint bei
Agaricus campester nach Brenzkatechinfiitterung aus dem primér ent-
stehenden Chinon und der Phenoloxydase keine dem oben angegebenen
Schema entsprechende Terminaloxydase aufgebaut zu werden.
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Nachdem Catechol beim Champignon sogar eine hemmende Wirkung
auf die Atmung hervorruft, was man in stirkerem Mafle auch fiir Kar-
toffelgewebe feststellte, wo Brenzkatechin durch Beeinflussung verschie-
dener Prozesse, von deren normaler Funktion die Lebensfiahigkeit selbst
abhiingt (Schade, Bergmann and Byer, 1948), als allgemeines Zellgitt
wirkt, erfolgte eine Wiederholung des Versuches mit einem andern Diphe-
nol, DOPA, welcher die in Tabelle 27 angegebenen Resultate zeitigte.

Tabelle 27
Steigerungen der GaswechselgréBen nach Fiitterung von 10-2 m DOPA

Zunahme von
Qo, Qco,
% %
Endogene Atmung ...... +236 +214
Glucoseatmung ......... +127 + 93

Das Suspensionsmedium firbt sich nach Zugabe des Diphenols zu- -
erst rot, spiter intensiv braunrot; 3,4-Dihydroxyphenylalanin vermag
sowohl die Grund- als auch die Glucoseatmung stark zu steigern. Die
Kurven der Sauerstoffaufnahme sind im Gegensatz zu denjenigen der CO,-
Abgabe wiithrend rund einer Stunde nach Fiitterung von DOPA nicht
linear, sondern schwach konkav gekriitmmt, und gehen erst dann in eine
Gerade iiber; die Zahlenangaben der Tabelle beziehen sich auf diesen
letzten Teil der Kurven.

Da ein Substrat der Phenoloxydase die Atmungsintensitit sehr stark
zu steigern vermag, ist es moglich, da hier Phenolase mit DOPA zusam-
men eine Terminaloxydase der Atmung bildet und so ein Transport von
aus Intermediirprodukten des Kohlehydratstoffwechsels stammendem
Wasserstoff iiber eine solche, oben schematisch dargestellte «Atmungs-
kette», von der nicht bekannt ist, inwiefern sie iiberhaupt mit oxydativer
Phosphorylierung verkniipft sein kénnte, erfolgt.

Diese Versuchsresultate sagen aber nur prinzipiell etwas iiber die Mog-
lichkeit, ob Phenolase mit einem passenden Substrat zusammen Termi-
naloxydase der Atmung zu sein vermag, aus, beweisen aber nicht, daf} dies
vor der Fiitterung des Diphenols auch zugetroffen hat, weil exogenes
Dihydroxyphenylalanin die respiratorische Funktion der Phenoloxydase,
welche normalerweise an der Atmung nicht notwendigerweise teilzu-
nehmen braucht, induzieren kénnte (Lerner, 1954), die in den Zellen vor-
kommenden o-Diphenole sich aber fiir dieses Enzym im allgemeinen als
unzuginglich erweisen, wenn nicht eine Verwundung stattgefunden hat,
und in andern Zellbestandteilen als der Phenolasekomplex lokalisiert sind
(Mason, 1955).
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d) Wirkung von p-Nitrophenol

Bonner und Wildman (1946) zeigten, daB 10-3 m p-Nitrophenol,
welches keinen Effekt auf Cytochrome erkennen it (Dawson and Tar-
pley, 1951) und insbesondere den Succinodehydrasekomplex auch in sehr
starker Konzentration kaum hemmt (Ames, Ziegenhagen and Elveh-
jem, 1946), die Polyphenoloxydase von Spinatblittern um mindestens
90 % inaktiviert und sich als kompetitiver Hemmstoff dieses Fermentes
erweist. Funktioniert Phenolase als Terminaloxydase der Atmung, so
sollte deren partielle oder totale Hemmung entsprechende Erniedrigungen
des Sauerstoffkonsums des Plectenchyms bewirken.

pLO,
{ PNP - VERGIFTUNG 10-%m
200} ol
10-m

-1007 l

50 100 150 =t(min)
Figur 21

Einflu von p-Nitrophenol (PNP) auf die GréBe der Sauerstoffaufnahme (kein exogenes
Substrat)

In Figur 21 sind die durch verschiedene PNP-Konzentrationen hervor-
gerufenen Veréinderungen der AtmungsgroBe (kein exogenes Substrat)
dargestellt: 10~ m PNP ist auf den Sauerstoffverbrauch wirkungslos,
10~* m p-Nitrophenol steigert Qo, bei linearem Kurvenverlauf um 509,
und in der 1073 m Inhibitorlésung wird die Atmung anfinglich um zirka
80 %, wihrend der dritten Versuchsstunde noch um rund 309, gesteigert.
10— m PNP schlieBlich fithrt bald zu einem fast vollstindigen Aufhéren
des Sauerstoffkonsums und zu einem in groBem Ausmaf erfolgenden Aus-
tritt zelleigener Substanzen ins Suspensionsmedium, so dafl wahrschein-
lich Nekrose vorliegt.

Das mit der stirksten verwendeten PNP-Konzentration erhaltene Ver-
suchsresultat ist fiir die Interpretation in bezug auf mogliche Atmungs-
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mechanismen unbrauchbar, da solch groe Mengen eines Nitroderivates
von Phenol zur Denaturierung von Proteinen fiihren (Simon, 1953).

Als aufschluBreich erweisen sich dagegen die ziemlich groBen Stelge-
rungen der Sauerstoffaufnahme durch 10~* m und 103 m PNP, was, wie
in Kapitel 6¢ gezeigt, auf Entkoppelung von Atmung und oxydaﬁlver
Phosphorylierung zuriickgefiihrt werden kann. Da nun trotz totaler ‘Gder
teilweiser Blockierung der Phenolase die Terminaloxydase der Atmung
einen noch um etwa 509, erhéhten Sauerstoffbedarf zu vermitteln ver-

mag, ist unwahrschemhch daB es sich dabei um die Phenoloxydase han-
delt.

e) Versuche mit Didthyldithiocarbamat

Das Prinzip dieser Experimente besteht darin, die Polyphenoloxydase
durch einen Hemmstoff, der mehr oder weniger spezifisch wirkt und so
andere Fermente, besonders Cytochromoxydase, unbeeinflullt 1a3t, zu
vergiften und den Sauerstoffkonsum solchermafen behandelten Plecten-
chyms mit demjenigen unbeeinfluBter Kontrollen zu vergleichen, was eine
Entscheidung dariiber erlaubt, ob der Phenolasekomplex am sauerstoff-
iibertragenden System der Atmung normalerweise betelhgt ist.

Diesen Anforderungen entspricht D1athy1d1th10carbamat (DIECA)
das Polyphenoloxydase durch Bildung eines Chelatokomplexes mit dem
Kupfer des Fermentes zu inaktivieren vermag, Cytochromoxydase in be-
stimmten Konzentrationen jedoch nicht (Ducet et Rosenberg, 1951)
oder kaum (Jamesand Garton, 1952) hemmt, so dafl Unterscheidung des
durch Kupferenzyme einerseits und das Warburgsche Atmungsferment
andererseits vermittelten Anteils der Gesamtsauersto%’aufnahme der
Zellen in situ erfolgen kann (James, 1953a). 3

Anwendung von DIECA als Inhibitor bei manometrischen Messungen
erfordert besondere Beachtung einiger Eigenschaften dieser Verbindung
(James and Garton, 1952), die in schwach saurer Losung nach der Glei-
chung (C,H;), NCSSH — (C,H;),NH+COS+H,S zerfallt, wobei dieser
Vorgang bei 30°, der Temperatur, bei welcher die meisten Warburgver-
suche durchgefiihrt werden, sehr rasch erfolgt und in biologischem Bereich
nur bei pH 7,0 und 20 °C fast zu vernachléssigen ist, beides Bedingungen,
die das Eindringen dieses Hemmstoffes in Gewebe aus Griinden der Per-
meabilitit erschweren. Wiahrend die Anwesenheit eines sekundéren Amins
die Manometerablesungen nicht beeinfluft und Schwefelwasserstoff, das
selbst einen unspezifischen Hemmstoff der Atmung darstellt, durch die
Kalilauge im Zentralgefil absorbiert wird, gibt die Bildung von COS
beim Zerfall des Didthyldithiocarbamates Anlaf zu einem stark positiven
Druck, so daB scheinbar eine Hemmung der Sauerstoffaufnahme erfolgt.
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DIECA wird daher nicht wihrend des Atmungsversuches zugegeben,
sondern die Vergiftung erfolgt stets vor Beginn der Messungen, ein Vor-
gehen, welches Irreversibilitit der durch den Inhibitor an Fermenten be-
wirkten Veréinderungen voraussetzt, was nach Jamesund Garton (1 952)
zutrifft. Dal Tenenbaum und Jensen (1943) nach 10 Minuten 93 %
Reaktivierung der Tyrosinase von Agaricus campester feststellen konnten,
wenn dem Enzympréparat unmittelbar nach DIECA auch Cu-Salz hinzu-
gefiigt wurde, ist fiir die vorliegenden Experimente nicht von Bedeutung,
da man stets nur den Inhibitor allein verwendete und diese Autoren auch
darauf hinweisen, dafl dessen lingerer Kontakt mit Catecholase in Ab-
wesenheit von Kupferionen irreversible Hemmung des Fermentes be-
wirkt.

Bei den hier zu beschreibenden Versuchen wurde diese nach AbschluB
der MefBreihe oft durch den «optischen Test» (Zugabe von Brenzkatechin
in den die Schnitte enthaltenden Hauptraum) oder auch manometrisch
nachgewiesen.

Entsprechend Vorschligen von James und Garton (1952) gelangten
folgende drei Methoden der Applikation von Na-Didthyldithiocarbamat
zur Anwendung :

A: Infiltration der Schnitte mit dem in Phosphatpuffer (pH 5,0) ge-
losten Hemmstoff bei Zimmertemperatur wihrend 10 Minuten und bei
etwa 1/, atm. Ubertragen des Plectenchyms in die Reaktionsgefifie, wel-
che kein DIECA enthalten. Messung des Sauerstoffkonsums bei pH 5,0
und T =30 °C;

B: DIECA im Hauptraum, der die in Phosphatpuffer von pH 7,0 sus-
pendierten Schnitte enthélt (T = 20 °C). Schiittelnlassen der Warburg-
gefile in der Thermostatenwanne wihrend einer Stunde bei offenem
Hahnen, so daB3 COS entfernt wird.

C: Suspension der Schnitte bei Zimmertemperatur unter Durchliif-
tung in Didthyldithiocarbamat, mit Phosphatpuffer (pH 5,0) als Losungs-
mittel. Wiederholung des Verfahrens in Intervallen von 15 Minuten. Vier-
mal frische DIECA-Losungen verwendet. Plectenchym in die Reaktions-
gefifle mit Phosphatpuffer von pH 7,0 iibertragen. T = 30 °C.

I'm folgenden werden die Resultate von 6 Reihen von Experimenten,
verschiedenen Methoden der Anwendung des Hemmstoffes und Grund-
und Glucoseatmung entsprechend, mitgeteilt und kommentiert. In allen
Fillen ergibt sich nach Kontakt des Plectenchyms mit DIECA-Losungen
eine der Konzentration des Komplexhildners proportionale Gelblich-
firbung der Schnitte, wihrend jeweils in analoger Weise mit Phosphat-
puffer behandeltes Pilzgewebe weil3 bleibt.

1. Bei Versuchsanordnung A und Glucosefiitterung erhélt man die in
Figur 22 angegebenen O,-Kurven, welche zeigen, daB Hemmung der
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Cu-Enzyme des Hutplectenchyms den Sauerstoffverbrauch nicht ver-
mindert.

pL0;
-1504 /
o—o Kontrolle /
oo 210"“m DIECA ﬁ/;
%

o—o 410-“m DIECA

o—o 10m DIECA /Q%
=1

-150} .

-50+

» t{min)

50 100
Figur 22

Sauerstoffaufnahme des Plectenchyms nach Behandlung mit verschiedenen Konzentra-
tionen von DIECA (Glucosefiitterung)

Tabelle 28
0,-Aufnahme des Plectenchyms nach Hemmung des Phenolasekomplexes durch DIECA
(ul O4/20 Schnitte.120 Min.: pH 7,0; Glucosefiitterung; T =20 °C)

Konzentration - . ..
den Thlihitors 1.Gefd3 2. Gefd3 3. Gefdl M

KX, hovn o siiiommn @ oz & 119,5 111,1 118,3 | 116,3
2:10tm........ 110,2 110,9 104,2 108,4
4-10%m........ 118,9 109,0 116,9 114,9

LOR 0, e s s 114,2 117,8 109,7 113,9

2. Ein Experiment nach Methode B ergab bei linearem Kurvenverlauf
die in Tabelle 28 angegebenen GréBen der Sauerstoffaufnahme, wonach
sich wiederum keine Erniedrigung der Atmungsintensitit nach Inalkti-
vierung der Phenolase feststellen liel. Um sicher zu sein, dafl dieses En-
zym unter den gegebenen Bedingungen auch wirklich blockiert war und
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ein Fehlen der Hemmung nicht etwa auf Diffusionsschwierigkeiten des
Didthyldithiocarbamates beruhte, wurde bei den GefiBen, welche mit
10-3 m DIECA behandeltes Plectenchym enthielten, der «optische Test»
angewendet. Wihrend sich bei der Kontrolle nach Zugabe von 0,2 ml
einer 10~! molaren Brenzkatechinlésung, was einer Endkonzentration im
Hauptraum von 6-10% m entspricht, nach zirka einer Minute starke
Gelb- und spdter Braunfirbung einstellte, blieb eine solche bei den dem
Hemmstoff ausgesetzt gewesenen Schnitten auch nach einer Stunde vollig
aus. Somit ist anzunehmen, da DIECA wirklich in die Zellen gelangte
und dort die Funktionsfihigkeit des Phenolasekomplexes unterdriickte.

3. Entsprechend Methode C mit verschiedenen Konzentrationen von
DIECA behandelte und mit Glucose gefiitterte Schnitte ergaben bei in
allen Fillen linearem Kurvenverlauf folgende GroBen der Sauerstoff-
aufnahme (ul O,/20 Schnitte.120 Min.): Kontrolle: 161 ul, 2-10~*m: 1624,
4-10"*m: 174 ul, 103 m: 175 ul. Der «optische Test» verlief in allen Ge-
filen mit Ausnahme der Kontrollen vollstindig negativ.

James und Garton (1952) zeigten, daB die Polyphenoloxydase des
Kulturchampignons durch 2-10-4 m Didthyldithiocarbamat um minde-
stens 859, durch die 4-10~% molare Lésung um mehr als 909, und durch
10-* m DIECA total gehemmt wird und daB Ascorbinsiureoxydase auf
diesen Inhibitor noch empfindlicher reagiert.

Da man nach Behandlung der Schnitte mit diesem Komplexbildner
selbst in Konzentrationen, welche totale Inaktivierung von Phenol- und
Ascorblns&ureoxydasenextra,kten bewirken, keine Verminderung des
Sauerstoffkonsums feststellen kann, mu man annehmen, daB diese bei-
den Fermente nicht Termmaloxydasen der normalen Glucoseatmung
sind. AuBlerdem scheint die im unverletzten und nicht mit Phenolen ge-
futterten Gewebe erfolgende Aufnahme von Sauerstoff fiir das normale
Funktionieren des Phenolasekomplexes (Pigmentbildung usw.) so gering
zu sein, dal} sie wihrend der Versuchsdauer nicht meBbar in Erscheinung
tritt.

Nun wire rein theoretisch noch die Méglichkeit zu priifen, ob even-
tuell das beim Zerfall von DIECA entstehende Didthylamin die Oxyda-
tion des Brenzkatechins verhindert und so zu negatlvem Ausgang des
«optischen Testes» fithrt. Dies ist aus folgenden zwei Griinden nicht zu
erwarten:

a) GemiB Methode C befindet sich in den WarburggefiBen gar kein
DIECA und somit auch kein sekundires Amin; dieses kann héchstens in
Spuren an der Oberfliche der Schnitte vorhanden sein.

b) Nach Beevers und James (1948) wiirde Didthylamin die Oxyda-
tion von Catechol nicht nur nicht:beeinflussen, sondern mit einem Oxy-
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dationsprodukt des Brenzkatechins, wahrscheinlich p-Hydroxy-o-Benzo-
chinon, eine dunkelrote Kondensationsverbindung bilden.

4. Bei Behandlungsmethode A und ohne Fiitterung von Substrat er-
geben sich folgende GaswechselgroBen (ul 0,/20 Schnitte. Std.): Kon-
trolle: 33 pl, 2:10~% m DIECA: 37 ul, 4-10~* m DIECA: 38 ul, 103 m

DIECA: 40 ul.

Um den Grad der Hemmung der Polyphenoloxydase nun auch mano-
metrisch zu priifen, wurde wihrend des Experimentes bei einigen Gefien
das allgemein zur Bestimmung von Phenolaseaktivititen verwendete
Testsubstrat, Brenzkatechin, aus der Ansatzbirne in den Hauptraum
gegeben (Endkonzentration im ReaktionsgefiB8 10-2 m) und die nun zu-
sitzlich zum respiratorischen Sauerstoffverbrauch erfolgende O,-Auf-
nahme, welche ein Maf fiir die Polyphenoloxydasenaktivitit darstellt,
wihrend einer Stunde gemessen. In den Gefilen ohne Catechol war wei-
terhin Linearitit der Sauerstoffaufnahme festzustellen; mit Brenzkate-
chin gefiitterte Schnitte hingegen zeigten folgende auf die Oxydation die-
ses Phenols zuriickfiihrbare Extra-0,-Aufnahme (ul 0,/20 Schnitte. Std.):
Kontrolle: 117 ul, DIECA-behandelte Schnitte: 2:10~4m: 16 ul, 4-10~*m:
18 pl, 103 m: 11 gl.

Darnach wird der Phenolasekomplex mit 10-3 molarem Hemmstoff in-
filtrierten Plectenchyms um mehr als 90 %, inaktiviert, ohne daB deswegen
eine Verminderung der Atmungsintensitit eintrite. Dabei ist es fraglich,
ob die immerhin etwas erh6hte Sauerstoffaufnahme nach Catecholfiitte-
rung der mit DIECA behandelten Schnitte iiberhaupt auf eine Restakti-
vitit der Phenoloxydase zuriickzufiihren ist, da die Moglichkeit besteht,
dall Spuren des Diphenols beim Zukippen mit dem KOH-getrinkten
Filtrierpapier in Berithrung kamen, was eine nichtenzymatische Oxyda-
tion des Brenzkatechins hervorrufen kann. Letzteres trifft auch dann zu,
wenn wihrend der Zugabe des Catechols etwas Kalilauge aus dem Zentral-
gefdll in den Hauptraum gelangt und das pH dann iiber 7 steigt.

Um solche Fille auszuschlieBen, kontrollierte man in der folgenden
Versuchsreihe in allen Gefiflen mit Brenzkatechinfiitterung am Ende des
Versuches die Aziditdt des Mediums und die Farbe des Filtrierpapier-
streifens. Gefaf3e, in welchen eine Erhohung des pH weit iiber 7 oder eine
Braunfirbung des KOH-Streifens festzustellen ist, werden zur Bestim-
mung der Catecholaseaktivitit nicht beriicksichtigt, da dann wahrschein-
lich eine nichtenzymatische Oxydation des Diphenols stattgefunden hat.

5. In dieser Versuchsserie (Applikation von DIECA nach Methode C;
kein exogenes Substrat) ermittelte man die in Tabelle 29 aufgezeichneten
Resultate. Wéahrend bei Nr. IIT und IV das pH nach Zukippen iiber 7
gestiegen war, traf dies fiir I und II nicht zu. Der Phenolasekomplex ist,
wie man der Zusammenstellung entnehmen kann, bei Behandlungsart C
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schon durch 2-10~% m DIECA total inaktiviert, da Catecholfiitterung zu
keiner zusitzlichen Sauerstoffaufnahme des Plectenchyms fiihrt.

‘Tabelle 29
Sauerstoffaufnahme des Plectenchyms nach Inaktivierung der Phenoloxydase durch DIECA
' (Grundatmung; pH 7,0; T = 30 °C)

0,-Aufnahme Nach Fiitterung A
) vor Fiitterung von Catechol auftretende «Opt.
Nr. | DIECA-Konzentration |  von Brenzkatechin Extra-0,-Aufnahme Pesits

(11 O5/20 Schnitte. Std.)

I 0 (Kountrolle) 58 96 -+
II 2:-104m 60,5 0,5 neg.
I1I 4:-10*m ‘ 67,5 — neg.
v 103 m " 68.5 — neg.

Ausbleiben einer Erniedrigung der Intensitit der endogenen Atmung
(Versuchsreihen 4 und 5) selbst nach totaler Inaktivierung der Phenoloxy-
dase (in Experiment 5 auBler durch den «optischen Test» auch manome-
trisch nachgewiesen), ist mit der Annahme, wonach dieses Ferment als
respiratorische Terminaloxydase von Agaricus campester funktioniert,
unvereinbar.

Sowohl bei Grund- als auch Glucoseatmung wird demnach das termi-
nale Glied der Atmungskette durch ein anderes metallhaltiges Ferment
als die Phenoloxydase reprisentiert, und es liegen keine Untersuchungen
vor, die zeigten, dall es sich dabei nicht um das Warburgsche Atmungs-
ferment handeln koénnte, dessen Vorhandensein auch im Kulturchampi-
gnon um so wahrscheinlicher ist, als Boulter und Derbyshire (1957) bei
einer Reihe von Basidiomyceten verschiedene Cytochrome, worunter auch
ag, nachgewiesen haben.

Es mag aufgefallen sein, daBl mit Didthyldithiocarbamat behandeltes
Plectenchym im Vergleich zu den Kontrollen nicht nur keine Hemmung,
sondern meistens eine Erhohung des Sauerstoffkonsums aufwies, was man
zunichst als zufillige Erscheinung oder noch eher als methodischen Feh-
ler interpretieren zu miissen glaubte, da fiir die einer bestimmten Inhi-
bitorkonzentration ausgesetzt gewesenen Schnitte stets die gleichen
Gefa3-Manometer-Kombinationen Verwendung fanden. Nachdem letz-
tere in der 6. Versuchsreihe (Methode B, kein exogenes Substrat), welche
die in Figur 23 dargestellten MeBergebnisse zeitigte, vollstindig ausge-
tauscht worden waren, ohne daf sich jedoch ein gegeniiber den Experi-
menten 1-5 verschiedenes Verhalten des Plectenchyms gezeigt hitte, ist
die leichte Erh6hung der Sauerstoffaufnahme des Pilzgewebes nach linge-
rem Kontakt oder nach Infiltration mit DIECA als erwiesen zu betrach-
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Sauerstoffaufnahme DIECA-behandelter Schnitte (kein exogenes Substrat; pH 7,0;
T=20°0C)

ten. Setzt man gemifB Figur 23 den Sauerstoffkonsum der Kontrolle
gleich 100, so ergeben sich fiir die mit 2-10~* m beziehungsweise 4-10~¢ m
beziehungsweise 103 m Didthyldithiocarbamat behandelten Schnitte
die Werte 108 beziehungsweise 116 beziehungsweise 123.

Es stellt sich nun noch die Frage nach der Ursache dieser leicht erhéh-
ten O,-Aufnahme von Plectenchym mit durch DTECA inaktivierter Phe-
nolase. Nach Beevers und James (1948) kann die rote Kondensations-
verbindung von sekundirem Amin und einem Oxydationsprodukt des
Catechols, wahrscheinlich p-Hydroxy-o-Benzochinon, intensive, nicht-
enzymatische oxydative Desaminierung von Aminosiduren, insbesondere
von Glycin, bewirken. Es ist nicht ausgeschlossen, dall beim Zerfall von
DIECA entstehendes Didthylamin mit dem entsprechenden Oxydations-
produkt von Brenzkatechin eine solche die Oxydation von Aminosiduren
katalysierende Verbindung gebildet hat. Das passende Chinon ist in Ge- -
weben, welche normalerweise Phenolaseaktivitit zeigen, sicherlich vor-
handen, und dies kann auch noch der Fall sein, wenn die Phenoloxydase
nachtréiglich gehemmt wird. Die gegeniiber der Kontrolle erhéhte Sauer-
stoffaufnahme der mit DIECA behandelten Schnitte beruht deshalb mog-
licherweise auf Oxydation bestimmter Aminoséuren unter Einwirkung der
aus (C,H ;),NH und einem passenden Oxydationsprodukt des Brenzkate- -
chins gebildeten Kondensationsverbindung.

Dall Rotfirbung der Schnitte durch diesen Komplex nicht festzu-
stellen war, stellt keinen Beweis fiir geringe Wahrscheinlichkeit der obigen
Hypothese dar, da der Katalysator nur in geringen Mengen gebildet wer-
den konnte, was dessen Erkennung bei Betrachtung des Pilzgewebes von
bloBem Auge praktisch verunmdoglichte.
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Diese Erklarung fiir den leicht erhthten Sauerstoff konsum DIECA-be-
handelten Plectenchyms lieBe sich durch Fiitterung unvergifteter Schnitte
mit 10~ m bis 10~* m Didthylamin, mit Glycin sowie von (C,H;),NH
und Glycokoll gleichzeitig, welche beide durch Phenoloxydase direkt nicht
angegriffen werden (Beevers and James, 1948; Mason, 1955), nach-
priifen.

IV. Schlufifolgerungen und Diskussion

Obschon Kostytschew die anaerobe Atmung von Agaricus cam-
pester als einen «vollkommen eigenartigen Proze3», der von der «Zymase-
girung» durchaus verschieden und nicht auf Zuckerabbau zuriickzufiihren
sei, bezeichnete, wurde hier nicht der geringste Beweis fiir das Nicht-
funktionieren des EMP-Schemas gefunden, da Fiitterung von Glucose
oder Mannose die CO,-Abgabe in Stickstoffatmosphére verdoppelt, Jod-
acetat-, Fluorid- und Bisulfitvergiftung je zu betridchtlichen Hemmungen
der anaeroben Atmung fithren, DPN+ die Girungsgréfle um zirka 809,
erhoht, exogener Athanol Qo, steigert, was fiir Existenz von Alkohol-
dehydrogenase spricht, und die Entkopplersubstanzen DNP und PNP,
welche in bezug auf anaerobe Atmung wie Einfilhrung von Stickstoff
wirken (Hess und Chance, 1959), in kleineren und mittleren Konzen-
trationen groBenmiBig etwa Q. entsprechende aerobe Garung hervor-
rufen.

Daf} die CO,-Abgabe in Stickstoffatmaosphére nur etwa einem Zehntel
des Atmungskohlendioxydes (in Luft) gleichkommt, kann folgende Be-
deutung haben: Der aerobe Substratabbau erfolgt auch iiber andere Wege
als Glycolyse-Citronensiurecyclus (z.B. via Pentoseshunt), oder unter
Anaerobie fallen nicht alle Brenztraubensiuremolekiile der Dekarboxy-
lierung anheim, und es fungiert noch ein anderes Stoﬂ'wechsehntermedmr-
produkt als Acetaldehyd als Wasserstoffakzeptor.

In diesem Zusammenhang ist moglicherweise das in N,-Atmosphére
erfolgende Auftreten grofler Mengen von Mannit durch Glycogenabbau im
Fruchtkorper von Agaricus campester (Quillet et Legrand, 1952a,
1952b) von Bedeutung, indem dies eine dem Verhalten von Aspergilius
niger, der intrazellulir auch Mannitol bildet, analoge Erscheinung dar-
stellt. Dessen fermentative Akkumulation erklirt die Tatsache, daBl dieser
~ Pilz weniger Athanol bildet, als dem theoretisch zu erwartenden Wert fiir
eine Girung vom Hefetypus entspriche (Rippel und Wiangke, 1941;
Schmidt-Lorentz, 1956).

Bei hohen DNP- und PNP-Konzentrationen iibersteigt die aerobe Fer-
mentation groflenmaflig die anaerobe Girung und kann sogar mehr als
einen Drittel der CO,-Abgabe der normalen aeroben Atmung betragen,
was vielleicht auf Abgabe von nicht nur dem EMP-Weg entstammendem
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Kohlendioxyd oder auf Nichtfunktionieren der oben erwihnten fermen- .
tativen Assimilation in Gegenwart groBer Mengen dieser Entkopplersub-
stanzen beruht.

Trotz dem Fehlen von Zuckern im Fruchtkorper und einem theoretisch
der Oxydation von Fetten oder Proteinen entsprechenden RQ ist ein
Kohlehydrat, wahrscheinlich Glycogen, oder ein Zuckerphosphat natiir-
liches Atmungssubstrat des Hutmyceliums, da Arsenat den respiratori-
schen Quotienten auf 1 erh6ht, groBBere Mengen von Phosphorsédureestern,
worunter auch Fructose-6-phosphat, vorhanden sind, die «endogene
Gérung» durch Jodacetat und Fluorid gehemmt wird, durch DNP- und
PNP-Vergiftung aerobe Fermentation auftreten kann und gewisse Mono-
saccharide zu starken Steigerungen der Atmungsrate fiihren, was fiir das
Vorhandensein des diesen Substratabbau bewirkenden Fermentsortl-
mentes spricht.

Sowohl Grund- als auch Glucoseatmung bedienen sich zwar offen-
sichtlich des Glycolyseweges, indem der Qo -Wert nach Jodacetatver-
giftung in beiden Fillen eine Verminderung erfihrt, doch scheint bei endo-
gener Atmung vorwiegend ein anderer Abbauweg, moglicherweise der
Pentoseshunt, dessen Funktionieren auch mit der raschen Veratmung von
Xylose in Kinklang stiinde, bevorzugt zu sein, da die Metabolisierung
exogener Glucose stets eine stirkere Hemmung als die endogene Atmung
bei gleicher Menge von Jodessigsdure aufweist und 5-10-2 m Fluorid auf
letztere wirkungslos bleibt, wihrend dieselbe Konzentration dieses Inhi-
bitors eine Erniedrigung der Grofle der Sauerstoffaufnahme bei Glucose-
fitterung um 459, hervorruft.

Durch Fluoracetat 148t sich die Atmungsgréf3e mit oder ohne exogenes
Substrat nur um maximal 509, hemmen, wobei der RQ iiber 1 steigt, so
dal moglicherweise aerobe Gédrung vorliegt. Die Hélfte des respiratori-
schen Materials scheint deshalb den Krebscyclus nicht zu durchlaufen und
wird auf andere Weise, eventuell durch direkte Oxydation, abgebaut. Da es
zudem nicht gelang, bei Glucosefiitterung Malonathemmunghervorzurufen,
mag die physiologische Bedeutung des Citronensédurecyclus bei Agaricus
campester eher in seiner synthetischen als energetischen Funktion (Wiame,
1957) liegen, und Malonat wiirde vielleicht nur in dem Mafe die Atmung
beeintriachtigen, als das Plectenchym im Zeitpunkt der Vergiftung Sauren
metabolisierte.

Phloridzin und Phloretin lassen sich fiir Gewebe, welche Phenolase-
aktivitit zeigen, wohl ganz allgemein nicht als respiratorische Hemmstoffe
gebrauchen, weil sie durch die Tyrosinase unter Bildung von Chinonen
oder Pigmenten mit Chinongruppierung oxydiert werden, wobei die
atmungshemmende Wirkung jener Phenole verlorengeht.

2,4-Dinitrophenol vermag die Sauerstoffaufnahme mit oder ohne
Glucosefiitterung stark zu erhdhen, wonach man annehmen muB, da@3
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- die Atmungsrate beim Champignon durch die Kapazitit des Systems der
oxydativen Phosphorylierung begrenzt wird.

Da Difco-Hefeextrakt die CO,-Abgabe unter Anaerobie nicht beein-
fluBt, Glucose- und Grundatmung um 50 %, beziehungsweise 100 %, steigert
und DNP nur noch geringe Erhchung der Sauerstoffaufnahme zeitigt,
scheint dieser seine atmungssteigernde Wirkung durch Eingreifen im
System der oxydativen Phosphorylierung hervorzurufen.

Die respiratorische Terminaloxydase von Agaricus campester ist wegen
der Moglichkeit vollstindiger Sistierung der Sauerstoffaufnahme des
Plectenchyms nach Azidvergiftung ein metallhaltiges Ferment, jedoch
nicht, wie vielfach vermutet, Phenolase, da deren Hemmung durch p-Ni-
trophenol oder deren vollstindige Blockierung durch DIECA die At-
mungsgrofle nicht vermindert. Beim terminalen Glied der Atmungskette
konnte es sich wohl um Cytochromoxydase handeln, da in Basidiomy-
ceten verschiedene Cytochrome festgestellt wurden (Boulter and
Derbyshire, 1957) und Stilboestrol, das die Funktion des Succinodehy-
drogenasekomplexes beeintrichtigt (McShan and Meyer, 1946), die
Atmung unter Aufhebung des Pasteureffektes hemmt, weshalb eine der
Succinoxydase der tierischen Zellen zum mindesten #hnliche Enzym-
gruppe auch beim Champignon zu postulieren ist.

Interessant ist schlieBlich die Tatsache des Austrittes zelleigener Sub-
stanzen ins Suspensionsmedium unter Anaerobie, bei tiefem pH (3,5) und
nach Jodacetatvergiftung, ohne dal3 die Zellen dabei abgestorben wiren,
da der so auftretende Trockengewichtsverlust selbst im Falle von Jod-
essigséiure denjenigen von im Reaktionsgefill abgetoteten Zellen (z.B.
nach Fitterung von 10-2 m PNP zirka 409,), die praktisch keinen Gas-
wechsel mehr zeigten, nicht erreichte. Inwiefern hier Verkniipfung osmo-
tischer Erscheinungen mit dem Atmungsstoffwechsel vorliegt, ist vollig
ungeklart.

V. Zusammenfassung

1. Die endogene Atmung der Fruchtkorper von Agaricus campester
zeigt nach Vorbehandlung (Starvation usw.) des Plectenchyms einen mitt-
leren Qo -Wert von 2,48 und einen RQ von 0,74; bei Glucosefiitterung
lauten die entsprechenden Groflen auf 3,83 beziehungsweise 0,93. Die Ur-
sachen geringer Gérungsintensitit sowohl mit exogener Glucose (Qg,
= 0,53) als auch bei Fehlen duBeren Substrates (QJ: = 0,28) sind dis-

O,
kutiert.

2. Mannose, Fructose, Glucose, Xylose, Glucosamin, Fructose-6-phos-
phat und Acetat werden rasch metabolisiert, wihrend Fiitterung von
Glucose-1-phosphat, Fructose-1,6-diphosphat, cis-Aconitat, Malat, Oxal-
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acetat, a-Ketoglutarat oder Fumarat die Sauerstoffaufnahme nur méagig
steigert und Saccharose, Maltose, Ribose, Mannit und andere keine ge-
eigneten respiratorischen Materialien darstellen.

3. Natiirliches Atmungssubstrat ist trotz des auf Oxydation von Fetten
oder Proteinen deutenden RQ-Wertes und des Fehlens freier Zucker im
Fruchtkorper eine Substanz des Kohlehydratstoffwechsels, wahrschein-
lich Glycogen oder ein Zuckerphosphat.

4. Beweise fiir eine besondere Art von alkoholischer Gérung beim
Kulturchampignon fehlen, und die Versuchsresultate schlieBen die Mog-
lichkeit dem Hefe-Muskel-Typ entsprechender Fermentation nicht aus.

5. Grund- und Glucoseatmung folgen beide dem EMP-Schema, wenn-
gleich, speziell in Abwesenheit exogenen Zuckers, noch ein anderer Abbau-
weg, bei welchem es sich um den Pentoseshunt handeln konnte, zu postu-
lieren ist.

6. Der Citronensaurecyclus scheint zwar zu funktionieren, ohne jedoch
die einzige Moglichkeit terminalen Abbaus des Atmungssubstrates dar-
zustellen.

7. Phloridzin und Phloretin lassen sich nicht als respiratorische Hemm-
stoffe gebrauchen, da sie durch die Tyrosinase des Pilzes oxydiert werden.

8. Die Atmungsintensitit des Plectenchyms ist im wesentlichen weder
durch Substrat noch Coenzyme oder anorganisches Phosphat, sondern
durch die Kapazitdit des Systems der oxydativen Phosphorylierung
limitiert.

9. Difco-Hefeextrakt vermag die Metabolisierung endogenen und
exogenen Substrates stark zu stimulieren ; dieser greift dabei wahrschein-
lich im System der Atmungskettenphosphorylierung an.

10. Die respiratorische Terminaloxydase von Agaricus campester wird
durch ein metallhaltiges Ferment reprisentiert, wobei aber der Phenolase-
komplex auszuschlieBen ist, da dessen Hemmung oder totale Blockierung
den Sauerstoffkonsum des Plectenchyms nicht vermindert.

Die vorliegende Arbeit entstand im Institut fiir allgemeine Botanik der Universitat
Ziirich unter der Leitung von Herrn Prof.Dr.H.Wanner. Meinem verehrten Professor
bin ich fiur die Zuweisung des interessanten Themas und die stete Anteilnahme, mit
welcher er die Fortschritte dieser Untersuchungen verfolgte, zu herzlichem Dank ver-
pflichtet.

Ich danke auch der Firma Hauser, Champignonkulturen AG, GoBau, fiir die immer
prompte Lieferung des Versuchsmaterials, das mir gerne und kostenlos zur Verfiigung
gestellt wurde.



Summary

1. The Qo, and RQ average respectively is 2.48 and 0.74 for the endo-
genous respiration of the fruiting bodies of Agaricus campester after
pretreatment (starvation etc.). When glucose is fed, these values change
to 3.83 and 0.93. A low rate of the fermentation was found when glucose
was administered (Q7;, = 0.53) or when no external substrate was sup-
plied (Qgp, = 0.28). The suggested reasons for this behaviour are dis-
cussed.

2. Mannose, fructose, glucose, xylose, glucosamine, fructose-6-phos-
phate, and acetate are quickly metabolized while glucose-1-phosphate,
fructose-1,6-diphosphate, cis-aconitate, malate, oxalacetate, a-ketoglu-
tarate, and fumarate increase only slightly the oxygen uptake. Sucrose,
maltose, ribose, mannitol, and others do not represent suitable respira-
tory materials.

3. The natural respiratory substrate is a substance of the carbohydrate
metabolism (probably glycogen or a sugar phosphate), in spite of the fact
that the RQ values suggest an oxidation of lipids or proteins.

4. There is no evidence for the existence of any special type of alco-
holic fermentation in the cultivated mushroom, and the experimental
results do not exclude the possibility of a fermentation pathway according
to the yeast-muscle schema.

5. The endogenous and the glucose respiration both follow the EMP-
pathway. However, an alternative pathway must also be considered
(probably the pentose phosphate cycle), especially if no glucose is fed.

6. The citric acid cycle appears to be functional, without being the
only possibility of terminal degradation of the respiratory substrate.

7. Phloridzin and phloretine cannot be used as respiratory inhibitors,
since they are oxidized by the phenolase of the mushroom.

8. The respiratory rate of the tissue is limited primarily by the capa-
city of the oxidative phosphorylation and not by substrate, coenzymes, or
inorganic phosphate.

9. The endogenous and the glucose respiration are highly stimulated
by Difco yeast extract. Probably it interfers with oxidative phosphory-
lation.

10. The respiratory terminal oxidase of Agaricus campester is a metallo-
protein, but not the phenolase complex, since its inhibition or blocking by
suitable substances does not decrease oxygen uptake.
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