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0. Meverhof und K. I,ohmann , .Uber die umkehrbare
Reaktion zwischen Hexosediphosphoysduve wund Triosephosphor-
sdure.'  (Vorgetragen von O. Meverhof): ‘

Bei der von 0. Meyerhof und K. Lokmann aufgefundenen
Fermentreaktion

Hexosediphosphat = 2Dioxyacetonpliosphat!)
handelt es sich um ein echtes thermodynaniisches Gleichgewicht.
Das heifit: einerseits ist die (leichgewichtslage abhangig von
der Konzentration, es gilt (das Massenwirkungsgesetz naclh
¢ hiox.
Cilex.
die Gleichgewichtskonstante, abhingig von der Temperatur,
log K ist cine linearc Funktion der reziproken absoluten
Temperatur: die Giiltigkeit der wan’t Hoffschen lsochoren-

gleichung

der Bezielnmg K ; andererseits ist aber auch K,
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wurde experimentell bestitigt?). Dic Berechnung aus der
Zunahme von K ergab fiir den Fermmentvorgang Hexose-
diphosphat > 2 Dioxyvacetonphosphat bemerkenswerterweise
eine negative Wirmetonung, namlich eine molare Spaltungs-
wiarme von - 11300 cal. Gemessen wurden - -14000 cal fiir
die Spaltung und ein ebenso groller positiver Wert fiir die
Synthese (2 Dioxyacetouphosphat - - Hexosediphosphat).

Messungen der Reaktionskonstanten ergaben jedoch, dafl
die Geschwindigkeit beiderseits im Hauptteil des Umsatzes
nach monomolekularer Reaktionsordnung verliuft. Diese
- merkwiirdige Tatsache wird dureh die Auffindung ciner mono-
molekular verlaufenden Zwischenreaktion verstandlicher, die
von IEmbden®) gefordeit wurde, und an der dic von Fischer
und Baer!) synthetisierte Glycerinaldehydphosphorsdure wie
folgt beteiligt ist. Dioxyacetonphosphorsaure wandelt sich
enzymatisch in Glycerinaldehydphosphorsiaure um?) und diese
geht it Dioxyacetonphosphorsiure enzymatisch eine Aldol-
kondensation ein. Daher bekomunt das Gesamtgleichgewicht
die nachstehende IFormulierung:

. Dioxyacetonphosphat
Hexosediphosphat <> (‘ylycgrinaldeEyde;msplmt = Dioxyacetonphosphat
Diese Annalune folgt aus der analogen enzymatischen Aldol-
kondensation von Dioxyacetonphosphat mit Glycerinaldehyd,
die mittels der sogenannten , Aldolase’’®) zum Fructose-
1-phosphat von Rcbiscn und Tankd zusanunentreten.

Is fragt sich nun, in welchem Malle die genannten calori-
metrischen und kinetischen Messungen auf diese einzelnen
Reaktionen zu beziehen sind. Von der Reaktion Glycerin-
aldehydphosphorsaure -» Dioxyacetonphosphorséure ist nach
dem Vergleich der Verbrennungs- und Lésungswiarmen der
freien Zucker ein Beitrag zu der negativen Warmeténung zu
vermuten. Zum Vergleich wurde die Warnie der cheuischen
Aldolkondensation von Dioxyaceton bzw. Glycerinaldehyd in
Alkali gemessen™®). Die Wiarineténungen der beiden Konden-
sationen ergeben, voneinander subtrahiert, die Wirmeténung
der Reaktion Glycerinaldehyd (gel.) -» Dioxyaceton (gel.), die
etwa 2000 cal pro Mol betragt. Ferner wurde die enzymatische
Reaktion Dioxyacetonphosphat + Glycerinaldehyd -» Hexose-
1-phosphat calorimetrisch untersucht, wokei sich eine Warme-
tonung von 414500 cal pro Mol Hexose-1-phosphat ergab.
Dieser Wert bedarf einer Korrektur, die durch die Anwendung
des freien Glycerinaldehyds bedingt ist, er liegt nach der
Analogie zur Kondensation von freiem Dioxyaceton etwas
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hisher als bei der Reaktion des Phosphorsaureesters. So konunt
man fiir die Aldolasereaktion auf eine Wairmeténung von
etwa 13500 cal pro Mol. Nur die kleine in der Fehlergrenzc
gelegene Differenz gegen den fiir die Gesamtreaktion gc-
fundenen Betrag (14000 cal) entfiele also auf die Reaktion
Glycerinaldehydphosphat -» Dioxyacetonphosphat.

Die Bedeutung der Reaktion: Glycerinaldehydphosphor-
sdure == Dioxyacetonphosphorséure fiir die Kinetik der Hexosc-
diphosphat-Syntliese liegt darin, dal das Gleichgewicht der
Isomerisierungsreaktion unter gewohnlichen Bedingungen sehr
weit nach rechts liegt. Die Nachlieferung von Glycerin-
aldehydphosphorsaure geht daher langsam vor sich, und
daraus folgt die Vermutung, dafl dies eben die Geschwindigkeits-
bestimmende Zwischenreaktion bei der Kondensation ist.

L Ubey die Rolle  der

‘e

0. Meyerhof u. P. Ohlmeyer:
JCozymase' bei dev enzymatischen Milchsdurebildung.

Im Verlanf des anaeroben biologisclien Zuckerabbaus
kann man 3 Reaktionstypen unterscheiden: 1. Gleichgewichts
reaktionen; diese gehen noch in ausdialysierten, also coferment-
freien Linzymextrakten vor sich, so z. B. die Reaktion Hexose-
diphosphat .:- 2 Dioxyacctonphosphat. 2. Uruesterungen vou
Phosphorsiure, fiir sic ist ein Coferment unentbehrlich, z. B. dic
Gleichung
Hexosemonoplhosplorsiure

Phosphobrenztraubensiaure
Brenztraubensiure

Glucose
mufl durch Linsetzung des Adenyvlsauresvstems als Coferment
folgenderimallen zerlegt werden:

Adenylpyrophosphorsiure

4 2Brenztraubensiure

2 Hexosetonophosphorsaure
¢ Adenvlsaure

a) 2 Phosphobrenztraubensanre
Adenylsaure
b) Adenylpyrophosphorsiure
2 Glucose

3. Oxydoreduktionen; als Beispiel sei die Dismutation von
Hexosediphosphat zu Glycerinphosphorsiure und Glycerinséure-
phosphorsiaure genannt. Als Coferment der Oxydoreduktionen
ist nun die Harden-Fulersche Cozymase von O. Warburg und
H. von FEuler erkamt worden, insbesondere lehrten neunere
Untersuchnngen von Warburg®), da der Ubergang Pyridin
2> Dihydropyridin die Oxydoreduktionswirkung der Cozymase
ausmacht. Die Reduktion mit Hyposulfit, die enzymatischie
Abspaltung  von Adenylsiure!®), die Mikrobestimmung  des
Amino-N nach van Sivke und dic erschépfende katalytische
Hydrierung mit Platin werden zur quantitativen Bestinunung
der Cozymase verwandt.

Die Unentbehrlichkeit der Cozymase fiir die Hauptreaktion
im stationiren Zustand der alkoliolischen Garung!t), bei der aus
Glucose und Acetaldehyd in Gegenwart von Phosphat Phospho-
glycerinsaure und Alkolol entstehen, ist erwiesen'?). Dagegen
fiir die Hauptreaktion im stationdren Zustand der Milchsiure-
bildung, bei der aus Triosephosphorsiaure und Brenztrauben-
sdure Pliosphoglycerinsaure und Milchsiure entstehen, die also
zur Garungsgleichung in vollkommener Analogie stehit, war
iiber die Beteiligung der Cozymase bisher nichts Sicheres ent-
schieden, da die Dialyse von Muskelextrakt fiir Versuche iiber
die Milchsaurespaltung von Glykogen entweder nicht erschép-
fend gewesen war oder zur Schidigung des Enzyms gefiihrt
hatte. Jetzt lie sich jedoch fiir die genannte Reaktion, aus-
gehend von Hexosediphosphat und Brenztraubensiure (in
Fluorid) zeigen, da3 auch bei ihr die Cozyinase ein integrierender
Bestandteil des Cofermentsystenis ist. Bis zu 48 11 dialysierter
Muskelextrakt kann namlich schon mit 5 y einds zu 40 9, reinen
Cozymasepriaparates so reaktiviert werden, dafl in 1 cm?
Losung die Halfte der maximal méglichen Milchsiaure aus
Brenztraubensiure gebildet wird. Adenylsaure allein ist un-
wirksam, indessen kann sie in Kombination mit Cozvinase die
Wirkung der letzteren betrachtlich erhéhen. So wird das halbe
Milchsduremaximum bei Zusatz von 180 y Adenylsiure schon
mit 1,2 y Cozymase erreicht. Die echt katalytische Funktion
der Cozyinase ergibt sich aus dem Umstand, dal} 1 Molekiil mmehr
als 1000 Molekille Brenztraubensiure reduziert. Auch die
alkali-inaktivierte Cozymase nach Euler, die nach ihm i auto
lysierten Muskelextrakt glykolytisch wirksam ist, ist in der
genannten Anordnung ebenso wirkungslos wie Adenylsdure
ohne Cozymase.
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