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0 B E R  EIN PHOSPHAT~3BERTRAGENDES GARUNGSFERMENT 

yon 

THEODOR B~CHER 

Kaiser -Wi lhe lm- Ins t i tu t  f ~ r  zdlphys io logie ,  Liebenberg. M a r k  (Deutschland) 

I .  i3BERSICHT 

1905 entdeckten HARDEN und YOUNG I, dass die G~rung nicht nur eine zuckerspal- 
tende, sondern auch eine phosphatbindende Reaktion ist; eine Erkenntnis, die wir 
heute2,3, 4 durch folgende Reaktionsgleichung ausdrticken diirfen: 

I Zucker + 2 Phosphat + 2 Adenosindiphosphat (I) 

2 Milchstture (2 Alkohol + 2 CO.z) + 2 Adenosintriphosphat. 

Der Mechanismus der Phosphatbindung wurde I939 von WARBURG und Mitarbeitern 
nach der Reingewinning des oxydierenden Gtirungsferments 5 durch Isolierung der d-I,3 
Diphosphoglyzerinstture im Sinne der folgenden Reaktionsgleichung aufgeklttrt: 

d-3 Glyzerinaldehydphosphors/iure + Phosphat + Pyridinnucleotid (II) 
1L 

d-I,3 Diphosphoglyzerins/iure + Dihydropyridinnucleotid. 

Wir nennen dies die phosphatbindende und oxydierende Reaktion der G~alng. 
In der Kette der G/irungsreaktionen folgt auf die Phosphatbindung eine Phosphat- 

iibertragung, bei der ein Fermentproteid im Sinne der eingangs aufgestellten Bilanz- 
gleichung die Anhydridphosphors/iure der d-I,3 DiphosphoglyzerinsXure auf Adeno- 
sindiphosphat fibertr/igt : 

d-I, 3 Diphosphoglyzerins/iure + Adenosindiphosphat (III) 

d-3 Phosphoglyzerinsiiure + Adenosintriphosphat. 

Das phosphatfibertragende Ferment, das in wiissrigen Extrakten von Mu'skeln, 
Tumoren und im Serum (vgl. Tab. XV) nachgewiesen worden ist, ist wohl allen g~enden 
Zellen gemein. Seine Konzentration in Bierhefe betriigt 0.2 % vom Frischgewicht. 

Es ist fox die angegebene Reaktion spezifisch und wirkt z.B. nicht mit Phospho- 
brenztraubens~ure, 1,2-Diphosphoglyzerins~ure (GREENWALDscher S~ure), Hefeadenyl- 
sAure, Muskeladenyls~ure. 

Ich beschreibe im Folgenden die Isolierung, die Kristallisation, Messungen, die Kon- 
stanten des Ferments und der Reaktion, die es bewirkt, betreffend, sowie Versuche zur 
Stellung dieser Reaktion in der Kette der Gitrungreaktionen. 

Der Test ffir die Isolierung des Ferments ist ein optischer. Dabei wird die phosphat- 
fibertragende Reaktion, deren Teilnehmer weder im sichtbaren noch im nahen Ultra- 
violett farbig sind, mit der vorangehenden oxydierenden G~trungsreaktion gekoppelt 
und die bei 34 ° m/z entstehende Absorption von Dihydropyridinnucleotid verfolgt 
(vgl. Abb. I). 
Literatur S. 313 . 
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In der Testl6sung mfissen ausser den Substraten noch Magnesium-Jonen vorhanden 
sein, denn das wirkende Ferment enthitlt Magnesium dissoziierend gebunden (vgl. Tab. 
XII). Wie bei anderen Fermenten kann Magnesium dutch Mangan ersetzt werden. 

Die Bestimmung des Eiweissgehaltes, die neben dem Test zur Ermittlung des Rein- 
heitsgrades bei der IsolieruI~g notwendig ist, gesehieht nephelometrisch (vgl. Tab. III). 

Zur Isolierung des Ferments aus LEBEDEVSaft sind 6 Reinigungsschritte erforder- 
lich: Nucleoproteidfraktionierung aus 15 % Alkohol zwischen PH 5-2 und Pit 4 .8, 
Erhitzen in m/5o Pyrophosphat bei PH 7-5, Erhitzen in Ammonsulfat und Fraktionieren 
zwischen S~ttigung 0.73 und S~tttigung 0.875, Erw~men in ammonsulfathaltigem 15 % 
Alkohol, S~uref~_llung des Ferments bei PH 3-5 zur Abtrennung der Salze als Vorberei- 
tung zur Abtrennung der Nucleins~turen mit Salmiridin. 

Die Kristallisation erfolgt aus 0.6 ges~ttigter Ammonsulfatl6sung bei Zusatz von 
m/25 Pyrophosphat unter schwach alkalischer Reaktion (vgl. Abb. 2 und 3). 

Das kristallisierte Protein fibersteht eine ffinft~gige Dialyse gegen fliessendes Wasser 
ohne Wirkungsverlust (vgl. Tab. II) und erweist sich dann in der Analyse als aschenfrei. 
Die elementare Zusammensetzung ist nicht bemerkenswert. Ein gewisser Phosphat- 
gehalt, der sich nicht abdialysieren l~sst, konnte durch Waschen des Kristallisats mit 
Ammonsulfatl6sung ohne Wirkungsverlust abgetrennt werden. 

Am Absorptionsspektrum ist bemerkenswert, dass die Bande bei 280 ~ nur halb so 
hoch wie die Norm ist (vgl. Tab. V). Unser Ferment teilt diese Eigenschaft mit einem 
anderen pb, osphatiibertragenden Fermentprotein der G~rung*, das NEGELEIN aus Ratten- 
muskeln ~ und KUBOWITZ und OTT aus Menschenmuskeln 8 isoliert haben. 

Bei der Bestimmung der katalytischen Wirksamkeit des Ferments war zu bedenken, 
dass bei zusammengesetztem Test der gemessene Umsatz der oxydierenden G~-ungs- 
reaktion nicht gleich dem Umsatz der phosphatfibertragenden Reaktion ist. Dieser l~tsst 
sich jedoch berechnen, wenn man die Gleichgewichtskonstante der oxydierenden 
GArungsreaktion kennt (vgl. Abb. 4 und 5). 

Die katalytische Wirksamkeit des Ferments in der Hinreaktion (Bildung yon 
Adenosintriphosphat und Phosphoglyzerins~ure). 

E 1 WH = 32O O00 -Minuten. IOO ooo g Ferment 

ist 8.8 mal gr6sser als bei der Rfickreaktion. 
Die R~hreaktion (Bildung yon Adenosindiphosphat und Diphosphoglyzerins~ure) 

wurde ebenfalls durch Koppelung mit der oxydierenden Reaktion optisch verfolgt. Dabei 
wurde das System dureh Abfangen des Endprodukts Phosphoglyzerinaldhyd mit Cystein 
irreversibel gemacht (vgl. Abb. 6). 

Mit dem Protein des wirkenden phosphatfibertragenden Ferments sind ffinf ver- 
schiedene Substanzen dissoziierend verbunden. Vier der Gleichgewichtskonstanten der 
Fermentdissoziationen konnten direkt bestimmt werden (vgl. Tab. VII), wghrend die- 
jenige der Diphosphoglyzerins~ure aus Verdr~ingungsversuehen indirekt erschlossen 
werden musste. Dabei zeigte sich die bemerkenswerte Tatsaehe, dass die beiden Nueleo- 
tide Adenosindiphosphat trod Adenosintriphosphat sieh gegenseitig nicht am Ferment- 
protein verdrgangen, obwohl sie bei der Reaktion auseinander entstehen. Dies gestattet 
einen ersten Einblick in den Bau der Wirktmgsstelle des Ferments (vgl. Abb. 7)- 

* Reaktionsgleichung vgl. weiter  unten.  

Literatur S. 3x3. 
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Die Gleichgewichtskonstante der phosphatfibertragenden Reaktion im Massenwir- 
kungsgesetz ist wenig pH-abhiingig. Bei neutraler Reaktion betr~igt sie: 

Adenosindiphospha t. Diphosphoglyzerins~iure 
3" I0 -4  

Adenosintriphosphat. Phosphoglyzerins~iure 

Neben der Phosphatbindung, die in der G~ungsbilanz erscheint, finder bei der 
G~irung noch ein Phosphatkreislauf statt, dessen Umsetzungen in der Bilanz nicht er- 
scheinen. An diesem Kreislauf sind mindestens drei weitere spezifische phosphatiiber- 
tragende Fermente beteiligt. 

Eins yon diesen wirkt in der Reaktion: 

Phosphobrenztraubens~iure + Adenosindiphosphat (IV) 
1L 

Brenztraubensiiure + Adenosintriphosphat. 

Es ist y o n  NEGELEIN ~, sowie yon KUBOWITZ und OTT 8 isoliert worden. 
Ein weiteres kann ich mit Hilfe des hier beschriebenen Ferments in einem dreifach 

zusammengesetzten optischen Test nachweisen (Abb. 8). Es katalysiert die Reaktion: 

Hexose-6-phosphat + Adenosintriphosphat (V) 
lb 

Hexosediphosphat + Adenosindiphosphat 

und ist wie auch das hier beschriebene Ferment ein Bestandteil yon NEGELEINS A- 
Protein 9. 

Mit der gleichen Versuchsanordnung kann ich auch die katalytische Wirksamkeit 
yon MYosI~ nachweisen (Abb. 9)- Dies katalysiert die Reaktion: 

Adenosintriphosphat = Adenosindiphosphat + Phosphorsiiure 1°. (VI) 

Mit diesen beiden Reaktionen schliesst sich der G~irungskreislauf nahezu. Ich 
konnte keinen Anhalt dafor sehen, dass neben Adenosindiphosphat und Adenosintri- 
phosphat auch Adenylsiiure im engeren Giirungskreis eine Rolle spielt. 

2. ZUSAMMENGESETZTER OPTISCHER TEST. (ZUSAMMENWIRKEN VON OXYDIERENDEM 

UND PHOSPHAT/3BERTRAGENDEM G-X.RUNGSFERMENT) 

Der in Abb. I dargesteUte Verstlch zeigt, wie man durch das Zusammenwirken mit 
der oxydierenden G~irungsreaktion das phosphatiibertragende Ferment im 0ptischen 
Test bestimmen kann. Dabei enthiilt die Versuehsl6sung ausser st6chiometrischen Mengen 
der Co-Fermente beider Reaktionen die Substrate fOr die Phosphatbindung und Oxydation. 
Das Substrat der Phosphatiibertragung - -  d-I,3-Diphosphoglyzerins~iure - -  entsteht 
dagegen - -  neben gleichen Mengen lichtabsorbierenden Dihydropyridinnucleotids - -  erst 
beim Versuch nach Zugabe des oxydierenden Giirungsferments. Die zugegebene Menge 
des oxydierenden Ferments wird so reiehlich bemessen, dass die ]Einstellung des Oxy- 
dationsgleichgewichts sehr rasch vonstatten geht. 

Einige Minuten sp~iter erfolgt der Zusatz einer geringen, geschwindigkeitsbestim- 
menden Menge des auszutestenden phosphattibertragenden Ferments; dann wird in der 
Literatur S. 3~3. 
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Phosphatfibertragung d-I,3-Diphosphoglyzerins~ture ~ 
verbraucht und zur :Erhaltung des Oxydations- aeo 
gleichgewichts unter Bildung wachsender Mengen 
lichtabsorbierenden Dihydropyridinnucleotids nach- 
gebildet, bis sich zum Schluss ein neues Gleich- o.50 
gewicht einstellt, das durch die Summe der Reak- 
tionsgleichungen (II) und (III) formuliert ist. Dabei ado 
steigt die Lichtabsorption zun~ichst mit konstanter, 

T A B E L L E  I 

Z u s a m m e n . s e t z u n g  d e r  T e s t l 6 s u n g  M o l e / m l  

K N a - P h o s p h a t  . . . . . . . . . . .  
d - I ,  3 - P h o s p h o g l y c e r i n a l d e h y d  . . . . .  
D i p h o s p h o p y r i d i n n u c l e o t i d  . . . . . .  

A d e n o s i n d i p h o s p h a t ,  M g S O  4 . . . . .  

G l y k o k o l l  . . . . . . . . . . . . .  

5 " I O - ' 5  

8. 3 • 10--7 
4.15.  IO -~  
2. 5 • 10--7 
5 "IO--7 

1% 

V e r s u c h s t e m p e r a t u r  25 °, pH = 6.9. 

dem zugegebenen phosphattibertragenden Ferment 
proportionaler Geschwindigkeit, die zwischen zwei 
Marken gestoppt wird. 

030 

Q20 

I 

e 

/ 

I i./ 
: _7'Y 

o.1o 

o! 
o 2 d 12 16 

Minuten 

A b b .  I .  O p t i s c h e r  T e s t  f i ir  clas p h o s -  
p h a t i i b e r t r a g e n d e  F e r m e n t .  O r d i n a t e  : 
L i c h t  a b s o r p t i o n  be i  334 m/~. A b s z i s s e  : 
Z e i t  in  M i n u t e n .  S c h i c h t d i c k e  d e s  
A b s o r p t i o n s t r o g e s :  0 .495 cm.  Z u s a m -  
m e n s e t z u n g  d e r  T e s t l 6 s u n g  s i ehe  

T a b e l l e  I 

T A B E L L E  I I  

T e s t w e r t e  f i ir  e i n i g e  F e r m e n t p r ~ i p a r a t e  

F e r m e n t p r / i p a r a t  

L e b e d e v - S a f t  . . . . . . . . .  
T r o c k e n p u l v e r  . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  { K r i s t a l l e  

D i a l y s e  . . . . . . . . . . .  

T r o c k e n g e w i c h t  
m g / m l  i m  T e s t  

156.  lO - 5  
2 7 • i o  - ~  

2 "  I O  - 5  

Z • I O  - f i  

0.875.  lO - 5  

G e s t o p p t e  Z e i t  

ffir A log  io ~- = 0.0 4 

in  Min .  

0 .55 
0.33 

0.72 
1.45 
1.64 

W i r k u n g  

A log  ~°-/mg. Min .  i 

47 
45 ° 

2780 
2750 
2780 

Monochromatisches Licht der Hg-Linie 334 wurde mit Filtern gewonnen. Zur 
Messung diente ein Selenphotoelement in Verbindung mit einem Multiflexgalvanometer 
der Firma LANGE 6. Temperaturkonstanz, Vorbedingung fiir die Reproduzierbarkeit 
kinetischer Versuche, wurde durch Einspannen des Versuchstroges in einen temperierten 
Metallblock erzielt. 

Eiweisskonzentration. Bei Ammonsulfatfraktionierungen nucleins~urehaltiger Ei- 
weissl6sungen kann man die Eiweisskonzentration weder aus dem Stickstoffgehalt, noch 
durch Absorptionsmessung, noch durch das Trockengewicht bestimmem 

Wit haben uns bei der Reinigung, solange die Fermentpriiparate Nucleins~ure ent- 
hielten, der nephelometrischen Methode bedient TM. Trichloressigs~ure erzeugt in L6sungen 
L i t e r a t u r  S.  313. 
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einer best immten Salzkonzentration haltbare Triibungen, die der Eiweisskonzentration 
proportional sind (Tabelle III). 

Sulfosalicylsalzs~Lure-Trfibungen s ind in G e g e n w a r t  von Nucleins~,ure n i ch t  s tabi l .  Chinidin ist  
kein F~, l lungsmit te l  ffir Eiweiss,  sonde rn  ftir Nucleins~,uren u n d  dergle ichen.  

T A B E L L E  I I I  

ml  P ro t e in l6 sung  N e p h e l o m e t e r a b l e s u n g  

0.40 15.2 
0.20 3c.o 
o . Io  63.o 

Verfahren. Zu 16 ml  W a s s e r  werden  0. 5 bis 5 m g  Pro te in  gegeben u n d  A m m o n s u l f a t  zur  
Molarit~,t o.06 zugese tz t .  N a c h  d e m  Mischen werden o. 5 m l  3 mol  Trichloressigsi iure  e inp ipe t t i e r t  u n d  
m i t  W a s s e r  a u f  20 ml  aufgefii l l t .  Gemessen  wird  n a c h  einigen Minu ten  gegen die a u f  gleiche Weise  
e rzeug te  Tr f ibung  yon  2 m g  O v a l b u m i n .  

Nach der Entfernung der Nucleins~ure haben wir die Konzentration der Ferment-  
16sungen aus der Absorption bei 280 m/z best immt s. 

3" ]SOLIERUNG DES FERMENTPROTEINS 

Stiure-Fraktionierung. 1.15 Liter LEBEDEv-Saft aus 850 g Trockenhefe lz und 2.55 
Liter Wasser (3 Stunden bei 36°) werden in Eis und Salz auf - - 2  ° abgekfihlt, unter 
Rfihren 230 ml Alkohol und 138 ml NucleinsAurel6sung (in IOO ml 5 g Nucleins~ure 
MERCK und 7.5 ml n NaOH) in feinem Strahl zugegeben und mit etwa 4 ° ml 2 n Essig- 
sliure auf PH 5 .2 gebracht.  

Der Niederschlag wird kalt  abzentrifugiert (20 Minuten, 3000 Touren pro Minute) 
und das Obenstehende bei - -  2 ° mit  etwa 42 cm 3 2 n Essigs~ture auf PH 4 .8 anges~tuert. 
Dabei f~tllt der Haupttei l  der Wirkung, der kalt  abzentrifugiert (20 Minuten, 3000 
Touren/Minute) und mit  kaltem, 9%igem Alkohol einmal gewaschen wird. 

L6sen und Trocknen. Der Niederscb.lag 16st sich klar in einer kalten Mischung von 
IO ml m/2 Na2IffPO4, 2.0 ml 2 n N H i O H  und 3.0 ml m/sNa,P20 ~. Die L6sung wird 
im Vakuum der GADE-Pumpe fiber Kieselgel eingefroren und trocknet fiber Nacht bei 
Zimmertemperatur .  

Ausbeute: 11.2 g, Wirkung siehe TabeUe II .  
Das Trockenpulver beh~lt seine Wirksamkeit,  wenn es bei Zimmertemperatur  im 

Exsikkator  aufgehoben wird. 

L6sen. 8 g Trockenpulver werden unter Rfihren und leichtem Zerdrficken mit  dem 
Glasstab in einer kalten Mischung yon 8 ml m/5 Na4P,O ~ und 68 ml Wasser gel6st. 

Erhitzen auf 5 o°. Die L6sung wird im Wasserbad 20 Minuten auf 5 °0 erw~rmt, 
wobei sie erstarrt .  Das volumin6se, unwirksame Koagulat  wird abzentrifugiert (IO 
Minuten, 3000 Touren/Minute), mit  73 ml kalten Wassers IO Minuten digeriert underneut  
zentrifugiert. 
Literatur S. 313. 
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Ammonsul/atfraktionierung. L6sung und Waschwasser werden vereinigt (126 ml), 
unter  Riihren werden zugleich mit 1.2 ml 2 n Ammoniak 38 g gepulvertes Amrnonsulfat 
zugegeben und - -  nach dessen vollst~ndiger L6sung - -  nach und nach 35 ml Null-Grad- 
ges~ttigter Ammonsulfatl6sung zugesetzt. 

6o Minuten Zentrifugieren (3000 Touren/Minute) gibt 173 ml klare L6sung, die IO 
Minuten auf 63 ° erhitzt und nach dem Abkfihlen mit 57 ml ges~ttigter Ammonsulfat- 
16sung versetzt wird: Abzentrifugieren und Verwerfen des Niederschlags (60 Minuten 
bei 3000 Touren). 

Filtrieren 1.. Der klare lJberstand wird mit 38 g gepulverten Ammonsulfat versetzt 
und der gebildete Niederschlag unter Saugen auf der Nutsche abfiltriert (Filter SCHLEI- 
CriER und SCHOLL, 602 h, 7 cm Durchmesser). Die ersten trfib durchlaufenden 70 ml 
werden noch eJnmal auf das Filter gegeben, wenn es sich zugesetzt hat. Sobald der Nieder- 
schlag trocken geworden ist, jedoch bevor sich Risse bilden, wird die Nutsche mit 20 ml 
o.875-ges~ttigter Ammonsulfatl6sung ausgespiilt und der Niederschlag mit der gleichen 
Menge gewaschen. Dauer der gesamten Prozedur 12o Minuten. 

Der Filterkuchen wird durch einmaliges Zusammenklappen des Filters zusammen- 
geklebt und das Filter mit I-lille eines Nirostaspatels abgezogen: 3.8 g feste, weisse 

Masse, die in einem weithalsigen ERLENMEYER-K61bcben fiber Nacht im Eisschrank ver- 
bleiben kann. 

Erwiirmen mit Alkohol. 3.8 g Filterkixchen werden kalt in einer Mischung yon IO ml 
Wasser, 5 ml m/5 Na4P~07 und einem Tropfen 2 n Ammoniak gel6st, zur kalten L6sung 
nach und nach 7-5 ml 45 %iger Alkohol gegeben und die Mischung 16 Minuten auf 32o 
erw~rmt, dann hochtourig abzentrifugiert. 

Sdurefiillung bei PH 3.5. Bei - -  4 ° wird aus der klaren L6sung das Fermentprotein 
durch Ans~uem mit I ml 2 n Essigs~ure und 0.65 ml 2 n Schwefels~ure auf PH 3.5 
niedergeschlagen, kalt zentrifugiert (7 Minuten 3000 Touren) und zweimal mit unter- 
kfihltem, 15 %igem Alkohol gewaschen. Durch L6sen mit 4 ml Wasser und 0.35 ml 2 n 
Ammoniak zu lackmusneutraler Reaktion erhiilt man die zur Abtrennung der Nuclein- 
s~turen n6tige salzarme Proteinl6sung. 

Protaminf~llung 5. Zu 4.6 ml Fermentl6sullg werden portionsweise etwa 7 ml 
Salmiridinl6sung (2 g Salmiridinsulfat und 3.2 ml n/Io NaOH in ioo ml) gegeben, bis 
die L6sung nach kurzem, kaltem Zentrifugieren einigermassen klar fibersteht. Dann wird 
weiter Salmiridin zugesetzt, bis die Tfipfelprobe sowohl gegen Salmiridin als auch Nuclein- 
s~ure negativ ausf~llt. Zu der fiberstehenden, klaren L6sung werden 1.2 m130 Vol.- %iges 
Alumilliumhydroxyd gegeben und nach einigen Minuten abzentrifugiert (IO Minuten, 
15000 Touren). 

Ausfiillen und Filtrieren. 16 ml Proteinl6sung werden mit 4.o ml m/5 Na4P,07 trod 
einer Mischung von 30 ml ges~ttigter Ammonsulfatl6sung mit 8.5 g festen Ammonsulfats 
- -  durch Evakuieren gasfrei gemacht - -  langsam in der K~dte versetzt und abfiltriert 
(Filter: SCHLEICHER und SCH/3LL, 602 h, 5 cm Durchmesser) : 1.5 g fester Filterkuchen. 

Kristallisation. 1. 5 g Filterkuchen werden in 4 ml folgender Mischung zerteilt trod 
in den Eisschrank gestellt: 6 ml ges~.ttigte Ammonsulfatl6sung, 2 ml m/5 Na4P2OT, 
o.17 ml 2 IX Ammoniak, mit Wasser auf IO ml aufgeffiUt. 

i i t e r a t u r  S.  313. 
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Am n~chsten Morgen zeigen sich neben Amorphem grosse Mengen unspezifisch 
wetzsteinf6rmiger Kristalle (Abb. 2). Beides verschwindet bei weiterem Stehen zugun- 
sten rechteckiger Tafeln, St/ibchen und Quader. Nach 4 Tagen wild abzentrifugiert und 
mit 2.5 ml obiger Mischung gewaschen. In der gleichen Misctmng suspendiert sind die 
Kristalle ohne Wirkungsverlust im Eisschrank haltbar. 

Zur Umkristallisation wird dutch Zusatz von Wasser gel6st und Ammonsulfat bis 
zur Triibe zugesetzt. Die Kristallisation setzt sofort ein und wird durch Verweilen im 
Eisschrank vollstitndig. Dutch wiederholte Umkristallisation steigt weder die Wirkung 
noch der Quotient der Absorptionskoeffizienten bei 280 und 260 m/~ s. 

Die Kristallisation geht nicht ohne Zusatz von Pyrophosphat. Wir nehmen an, dass 
durch Pyrophosphat NucleinsAure verdr~ngt wird, die noch am Fermentprotein gebun- 
den ist. JedenfaUs steigt bei der Kristallisation und beim Waschen der Quotient der 
Absorptionskoeffizienten bei 280 und 260 m/~ (Tabelle IV). 

Abb. 2 und 3. Kr i s ta l l e  des phos pha t f i be r t r agenden  F e r m e n t s  

Ausbeute. Nach der Wirkung (TabeUe II) betr~igt der Anteil des phosphatiiber- 
tragenden Ferments am Trockengewicht des LEBEDEv-Saftes (140 mg/ml) 1. 7 % (o.2% 
YOre Lebendgewicht frischer Hefe). 

Aus 80o ml LEBEI)Ev-Saft, entsprechend 1. 9 g phosphatfibertragenden Ferments, 
haben wir 265 mg Fermentkristalle erhalten; die Ausbeute betr/igt danach 14 %. 

T A B E L L E  IV 

Kr i s ta l l suspens ion  . . 
Waschwasse r  . . . .  
Mu t t e r l auge  . . . . .  

Gesamt -  
vo lum e n  

ml  

5.3 
2.5 
4 

F e r m e n t -  
geha l t  
m g / m l  

8o 
8.6 

16.6 

f128om~ 

f126om# 

1.63 
1.46 
1.53 

Dialyse. Die ftinft~gige Dialyse des kristallisierten Ferments gegen fliessendes 
Wasser geschieht ohne Wirkungsverlust. 
L i t e r a t u r  S .  3 1 3  . 
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2.0 ml Kristallsuspension (16o mg) werden abzentrifugiert, in 0.2 ml m/6 Pyro- 
phosphatpuffer PH 7 .6 gel6st, mit Wasser auf 2.0 ml verdtinnt und im dtinnen Cello- 
phanschlauch bei o ° unter Riihren sa erst 24 Stunden gegen 500 ml m/5oo Ammoniak, 
dann 4 Tage gegen fliessendes Wasser dialysiert. 

Durch osmotische Wasseraufnahme steigt das Volumen auf 3 ml. 
Trockengewicht: 44.25 mg/ml (ioo ° in Luft bis zur Gewichtskonstanz), 43.5 mg/ml (60 ° 

im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz). 

Wirkung siehe Tabelle II. 

4.  ANALYSE DES DIALYSIERTEN FERMENTS ( W .  L/JTTGENS) 

4.615 mg,  9.124 m g  COa, 2.977 mg  H20 , o.ooo m g  Asche,  
5.4o4 mg,  o.795 ml  N 2 (21.5 ° , 756 m m  Hg),  
2 7 . 7 5 m l  
C = 53-! 

Ein P~ 
L6sung hart 
mit o, 7 ml { 
reduziert w 
260 m~ wu~ 

In Tab, 
Quotienten 
getragen. Z1 
ferment 5 u: 

Die Ge 
Aminos~ur¢ 
nur halt) so 

i ,  0-630 mg  BaSO, .  
~2%; H = 7 . 2 2 % ;  N = 16.96% ; S = o.312 % (32 g S i n  IO.OOO g Fe rmen t ) .  

osphorgehalt (Pyrophosphat) yon o.21%, der bei der Dialyse in salzfreier 
aRckig haften blieb, konnte durch viermaliges Waschen der FermentkristaUe 
;es~ittigter Ammonsulfatl6sung, die m/30 ammoniakalisch war, auf o.ooi % 
~.rden. Wirkung und Quotient der Absorptionskoeffizienten bei 280 und 
'den dutch die Waschung nicht ver~ndert. 

5" ABSORPTIONSSPEKTRUM 

dle V sind die Absorptionskoeffizienten des dialysierten Ferments und die 
]er Absorptionskoeffizienten bei 28o m~ und den anderen WeUenl~ngen ein- 
tm Vergleieh sind die entspreehenden Daten fiir das oxydierende G~trungs- 
ld fiir Edestin (eigene Messung) gegeniibergestellt. 
,~enfiberstellung zeigt, dass auch im vorliegenden Falle die Absorption den 
a Tyrosin und Tryptophan zuzusehreiben ist 15, doeh enthitlt das Ferment 
del an diesen Aminositnren, wie die meisten Eiweissk6rper. 

T A B E L L E  V 

Konzentration ~.787 g/ml, Schichtdicke des Absorptionstroges o.495 cm 

P h o s p h a t f i b e r t r a g e n d e s  Oxyd ie rendes  Edes t in  (in mol  NaC1) 
Wel len-  GArungs fe rmen t  G ~ r u n g s f e r m e n t  

1Ange 

m/, 

240 
250 
260 
270 
280 
29o 

//a //280 
q c m / m g  fla 

1.85 o.63 
o.55 2.1o 
0.72 1.62 
I.OI 1.15 
1.16 I.OO 
o.7o t .66 

• //~ //28o 
q c m / m g  //Z 

3.65 o.59 
I.O5 2.05 
1.22 1.77 
1.83 1.18 
2.16 I.OO 
1.42 1.53 

//2 
q c m / m g  

2.91 
0.9 ° 
1.18 
1.7 ° 
1.97 
1.25 

//280 
& 

o.68 
2.20 
1.67 
1.16 
1.00 

1.57 

Litevatur S.  3 r3. 
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6. UMSATZ DER PHOSPHATUBERTRAGENDEN REAKTION 

Zeicheoerkl/irung: Konzentration (Mole/ml) an: 
y Diphosphopyridinnucleotid, R d-I, 3-Diphosphoglycerinsgure, 
y' Dihydrodiphosphopyridinnucleotid, F d-3-Phosphoglycerinaldehyd (FISCHER-Ester), 
a Adenosindiphosphat, N d-3-Phosphoglycerinsgure (NILSSON-Ester). 
a' Adenosintriphosphat, 

Die Irtdizes o t, oc deuten auf die Zeitelt Null (Oxydatiortsgleichgewicht. Zugabe phosphatfiber- 
tragenden Ferments), t und ,,unendlich" (Endgleichgewicht) hirL. 

Die im Test gemessene Dihydropyr idinbi ldung ist nicht  gleich der umgesetzten 
1,3-Diphosphoglyzerins~iure, doch kann letztere errechnet werden, wenn man die Gleich- 
gewichtskonstante  der Oxydat ionsreakt ion  kennt.  

~o 2 4 ~  

+--t - - t - -  

Rt [errechnetJ 

0 2 d 0 8 I0 12 
Minuten 

./l l i 
I /  I / 

0 2 ,f 6 8 I0 

f ~  

Abb. 4 und 5. Ums~ttz der phosphatiibertragenden Reaktion aus dem optischen Test. Versuchsbe- 
dingungen siehe Abb. i und Tabelle I. Berechnung yon Rt nach Gleichung (2) (Kr = 68.2). 

Vgl. auch Tabelle VI 

Bei den verschiedensten Konzentra t ionen der Reaktionstei lnehmer bleibt bei kon- 
s tanter  Phosphatkonzent ra t ion  und kons tan tem PH (Bedingungen, die bei unseren Ver- 
suchen gegeben sind) der Quotient  

d-3-Phosphoglyz er inaldehyd.  Pyridinnucleot id  

K v =  d-I ,3-Diphosphoglyzerinsi iure • Dihydr0pyridhlnuccieotid (i) 
konstant .  

Wegen der bedeutenden pH-Abhgngigkeit wird Kv ffir jeden Versuch aus Yo, F0, Y'0, R0 errechnet 

Gleichung (I) gibt  ffir die zur Zeit t in der Versuchsl6sung tats~chlich vorhandene 
Diphosphoglyzerins~ure 

Yt" Ft 
Rt --  (2) 

Yt'" K~" 

Die zur gleichen Zeit bereits in ReakEon getretene Diphosphoglyzerins~ure ist, wie 
Abb. 4 veranschaulicht,  

---/1 R t ---~ Y t t -  Rt, (3) 

da bei der oxydierenden Reakt ion gleiche Mengen y '  und R gebilda werden. 
Da  bei der Phosphat i iber t ragung gleiche Mengen Diphosphoglyzerins~,ure und 

Adenosindiphosphat  schwinden, ist weiterhin 

- -  A R t  = a 0  _ _  a t  = a '  t = N t "  ( 4 )  

Tabelle VI zeigt einen Versuch, der auf diese Weise ausgerechnet wurde. 
L i t e r a t u r  S .  3 1 3  . 
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In  der letzten Spalte der Tabelle VI wird gezeigt, dass die Reaktion fast bis zum Gleichgewicht 
nach der ersten Ordnung ablttuft. Eine Erscheinung,  bei der mehrere Faktoren - -  Verdr/ ingungen und 
Dissoziationen - -  zusammeuwirken,  die zur Bes t immung  der Anfangsgeschwindigkei t  ausgenutz t  
wurde,  denn es ist bei Reakt ionen,  die in erster  Ordnung einem Gleichgewicht zustreben,  allgemein 

v t = k (C t - -  C ~ )  

in unserem Falle die Anfangsgeschwindigkeit  

v0 = k ( % -  a ~ ) .  

T A B E L L E  VI  

VERSUCH D]~R ABB. 3 UND 4 

Zeit in Minuten;  Konzent ra t ionen  in Mole/ml lO8; Versuchsansatz  siehe Tabelle I ;  PH = 6.86; 
Versuchs tempera tu r  25°; zur Zeit o wurden  2. IO - s  mg/ml  phosphat f iber t ragendes  Fe rment  zugesetzt  

K v ~ Y'0"F0 __ 68.2 
7o" Ro 

O 

I 

2 

3 
4 
6 
7 

1 2  

o,o 

Y't 

4.48 
6.12 
8.00 
9-9 

11. 5 
14.3 
15.7 
19.3 
24.1 

F t z 7t 

37.1 
35.4 
33.5 
31.6 
3 c .o 
27.2 
25.9 
2 2 . 2  

17.4 

R t - - A  R t = a - - a  t = a" t = N t k I In a o - - a ° °  
a t - -  ao~ = ~ a t ~ a  ~ 

23.9 
20.8 
1 7 ' 9 6  
15-5 
13-5 
lO.3 

8.9 
4.9 
o 

4.48 
3.°I  
2.o6 
1. 5 
I . I  
0. 7 
0.6 
o. 3 
o.18 

o 

3.I I  
5.94 
8.4 

lO.4 
13.6 
15.o 
19.o 
23.9 

o.14o 
o.143 
o.144 
o.143 
o.14o 
o.141 
o.132 

k = o.I42/Min. 
v0 = 23.9.o.142 

Mole 
= 3 . 4 ' I ° - S  m l M i n .  

7.  ROCKREAKTION 

Wie MEYERHOF und Mitarbeite# gezeigt haben, ist die Bilanzreaktion 

d-3-Phosphoglyzerinaldehyd + Phospha t  + Pyridinnucleot id + Adenosindiphosphat  

d-3-Phosphoglyzerinsiiure + Dihydropyr idinnucleot id  + Adenosin t r iphosphat  

reversibel. 
Abb. 6 (obere Kurve) zeigt, wie man auf optischem Wege die Einstellung des Gleich- 

Abb. 6. Versuchsansa tz  (Mole/ml) : Adenosintr i -  
phosha t  1.85" lO-7  d-3-Phosphoglyzer ins~ure  
1.85.1o -7, MgSO, 5" IO-6. Dihydropyr idl rmucle-  
otid 2.4.1o -7, NaHCOs 1.75.1o -s ,  Glykokoll 
8 mg/ml,  Cystein 2. io  --~ (untere Kurve) ,  ges~t- 
t igt  mi t  iO°/o CO~ in Ar, pH = 6.9, Versuchs-  

t e m p e r a t u r  25 o 

Literatur S. 313. 
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Q5 
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gewichts von der Rfickseite her - -  durch Messung der a b n e h m e n d e n  Lichtabsorpt ion 
bei schwindendem Dihydropyr id innucleo t id  - -  verfolgen kann .  

Durch  Zusa t z  yon Cystein k a n n  m a n  eins der Reakt ionsprodukte  - -  d-3-Phospho- 
glycer inaldehyd - -  abfangen;  dadurch wird die oxydierende Rfickreaktion irreversibel. 
D a n n  l~uft die Reakt ion  nach Zusatz  der Fe rmente  bis zum Verbrauch eines der Sub- 
strate,  und  der gemessene Umsatz  an Dihydropyr id innucleot id  ist gleich dem Umsatz  
der phosphat f iber t ragenden  Reakt ion  (Abb. 6, untere  Kurve).  

In Gegenwart von Cystein kann die Reaktion zur UV-kolorimetrisehen Bestimmung von 
Adenosintriphosphat und d-3-Phosphoglyzerins~Lure benutzt werden. 

8. KATALYTISCHE WIRKSAMKEIT DES PHOSPHATUBERTRAGENDEN FERMENTS 

Im Versuch der Tabelle VI bewirken 2. IO -s  g phosphat i iber t ragenden Ferments  
bei 25 ° einen Umsatz  yon 3.4" IO-S Mole/Min. Wie spiiter gezeigt wird (Tabelle IX),  ist 
das Fe rmen t  in diesem Versuch an Magnesium und  Subst ra t  ges~tttigt, an  Adenosin- 
diphosphat  0.54 ges~ttigt.  Aus diesen Da ten  errechnet sich die katalyt ische Wirksamkei t  : 

3.4" IO-8" lO5 Mole 
Wh = = 320 ooo 

0-54" 2. IO -s  Minuten .  ioo ooo g Ferment .  

Die katalytische Wi rk samke i t  des Ferments  in  der Ri ickreakt ion errechnet  m a n  aus den 
Da ten  der Tabelle X. 2- lO -7 g Fe rmen t  br ingen bei rol ler  S~tt igung mit  Substra t  und  
Co-Ferment  der Rfickreaktion einen Umsatz  von 7,2" lO -8 Mol/Min zustande.  Danach 
ist die katalyt ische Wirksamkei t  bei der Rfickreaktion 

7.2. lO -8. lO 5 Mole 
Wr - -  - -  36000 

2. lO -7 Minuten .  IOO ooo g F e r me n t  

8.8 mal  kleiner als bei der Hinreakt ion .  

9. GLEICHGEWICHTSKONSTANTEN DER FERMENTDISSOZIATIONEN 

Mit dem Prote in  des wirkenden phosphatf iber t ragenden Ferments  sind ffinf ver- 
schiedene Subs tanzen  dissoziierend ve rbunden  : Adenosinphosphat ,  Adenosintr iphosphat ,  
d-I ,3-Diphosphoglyzerins~ure,  d-3-Phosphoglyzerins~ure und  Magnesium. 

Vier der Dissozia t ionskonstanten konn ten  auf dem fiblichen Wege - -  Messung der 
Wirkung  bei vari ier ter  Konzen t ra t ion  eines Reakt ionste i lnehmers  - -  bes t immt  werden. 
d-I ,3-Diphosphoglyzerins~ure wird so fest gebunden,  dass das Fe rmen t  bei allen im 
Versuch m6glichen Konzen t ra t ionen  a n  ihr ges~ttigt ist. Doch wird sie durch das Sub- 
s t ra t  der Gegenseite, d-3-Phosphoglyzerins~ture, verdr~ngt  und  aus dem Verdr~ngungs- 
grad l~tsst sich die Dissoziat ionskonstante  errechnen.  

TABELLE VII 

Gleichgewichtskonstanten der Fermentdissoziationen 

Adenosindiphosphat . . . . . . . . .  
Adenosintriphosphat . . . . . . . . .  
d-I, B -Diphosphoglyzerins~ure . . . . .  
d-3-PhosphoglyzerinsAure . . . . . .  
Magnesium . . . . . . . . . . . . .  

D 1 = 2 .lO -7 Mole/ml 
D, = I.I.IO -7 ,, 
D a = 1.8. lO -9 , ,  

D 4 ~  2 - I 0  - 7  , ,  

D 6  = 2 .5" 1 0  - 7  , ,  

Literatur S. 313 . 
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Adenosindiphosphat.  Fermentprote id  

a. D1 = wirkendes Ferment  

Ffir die Bes t immung  dieser Kons tan te  ist  die hohe Fest igkeit  der Diphosphoglyzer insgure-  
Pro te idbindung ein giinstiger Umstand ,  da beim zusammengese tz ten  Test  die Konzent ra t ion  der 
Diphosphoglyzer insgure  gering ist. Tabelle V I I I  zeigt, dass bei zwei verschiedenen geringen Diphos- 
phoglyzerins~.urekonzentrat ionen un te r  sonst  gleichen Bedingungen die Fermentwi rkung  kons tan t  
bleibt, das Fermertt  also gesAttigt ist. 

T A B E L L E  V I I I  

Versuch I : 4.15. lO -7  Mole/ml Pyridinnucleot id.  Versuch 2 : 1.5. lO -7  Mole pro ml Pyridinnucleot id.  
I m  0br igen  Ansatz  der Tabelle I. PH 6.82 

d- l ,3-Diphospho-  V 
glyzerinsgure Mole/mlfMin. 

Mole/ml 

I o.455 • lO -7 o.362, lO -7  
2 o.275. Io  -7 o.364 • lO -7  

Tabelle I X  zeigt die Arffangsgeschwindigkeiten V der phosphatfibertragenden 
Reaktion bei verschiedenen Anfangskonzentrationen an Adenosindiphosphat a, bei 
S~ittigung des Fermentproteids mit  Magnesium und Substrat.  

TABELLE IX 

Ausser den wechselnden, in Spalte 2 angegebenen Adenosindiphosphatkonzentrationen : Zusammen- 
setzung der Tabelle I. -- Versuch 2 ist der Gleiche wie in Tabelle VI 

Adenos indiphospha t  

a 
Ios Mole/ml 

lO. 7 
25.o 
50.0 
98 

V 
io  s Mole/ml/Min. 

2.18 

3.43 
4.6o 
5.25 

Mittel:  

a a - -  ab 

g ~ °  aa ab 
va vb 

IO 8 Mole/ml/Min. 

I67I I: 6.0 6. 4 5 9 

Voo - -  V a 
D x -- Va aa 

IO ~ Mole/ml 

2.0 
2.1 
1.8 
2.0 

6.3. Io -s- Mole 
ml Min. 

Mole 
D 1 = 2. lO -7 m~--~- 

Setzt man voraus, dass die Geschwindigkeit der vom Ferment katalysierten Reaktion 
V proportional demjenigen Anteil P des Gesamtproteins 27 P ist, der ausser mit Substrat 
und Magnesium auch mit  Adenosindiphosphat verbunden ist, dann ist, da a sehr viel 
gr6sser als 27 P ist, 27 P - -  P Voo - -  V 

D 1 - -  a - -  a, 
X P  V 

dabei ist Voo die Grenzgesehwindigkeit bei unendlich grosset Co-Fermentkonzentration, 
die aus obenstehender Gleichung mit  den Werten zwei verschiedener, endlicher Co- 
Fermentkonzentration erhalten wird: 

a a - -  a b 

a a  ab 

Va Vb 
Literatur S. 313. 
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Die Bindungsfest igkei t  des Adenosindiphosphats  am phosphatf ibertragenden 
Fe rmen t  

D 1 = 2. lO -7 Mole/ml 

ist 6 mal  geringer als die des Pyr id innucleot ids  am oxydierenden Ferment ,  40 mal  

geringer als die des Dihydrop Tidinnucleotids am reduzierenden G~irungsferment der 

Muskeln u n d  Tumoren .  

Adenos in t r iphosphat  • Fe rmentp ro te id  

b. D2 = wirkendes Fe rmen t  : 

TabeUe X zeigt die Anfangsgeschwindigkei ten V der phosphatf iber t ragenden 
Rtickreaktion bei verschiedenen Anfangskonzen t ra t ionen  an 

TABELLE X 

Versuchsansatz (Mole/ml): Adenosintriphosphat: wechselnde Mengen (Spalte 2), d-3-Phosphogly- 
zerins~,ure 5" 1°-6, MgSO4 5" IO-6, Dhydropyrridinnucleotid 2. 4. io -7, NaHCO 3 1.75. IO -s, Cystein 
2. IO --5, Glykokoll 8 mg/ml, ges/ittigt mit IO% CO 2 in Ar. PH = 6:9. o.I mg/ml oxydierendes G~,rungs- 

ferment, 2.o. io -4 m /ml phosphatfibertragendes GS, rungsferment. Versuchstemperatur 25 ° 

Adenosin- 
triphosphat 

a '  

I o 8. 3/[ole 

ml 

V 

I o ~. Mole 
ml Min. 

2.96 
4.32 
5.36 
6 . 2  

Mittel: 

7.85 
15.7 
31.4 
62.8 

( Z '  - -  Ct' b 

g o 2  ~ - -  , 
a '  a (I b 

V a V b 

I o 8. Mole 
ml Min. 

I 7.33 I I 7.4 ° 7.28 7.38 

Mole 
7.34"IO-S ml Min. 

gee - - V  
D2 V a' 

IO s- Mole 
ml 

11.6 
Ii.O 
11.4 
11.6 

Mole 
1"14" 1°-s ml 

Adenosint r iphosphat  a'. In  allen Versuchen ist das Fe rmen t  an Subst ra t  und  Magnesium 
ges~ittigt. Die kinetisch begiinstigte Hinreak t ion  wurde durch Zusatz  von Cystein unter-  
bunden .  

Die durch den Cysteinzusatz erzeugte IrreversibilitXt der Oxydationsreaktion verhindert zudenl 
die Anspeicherung yon 1,3-Diphosphoglyzerins~ture, die Adenosintriphosphat vom Ferment zu ver- 
dr/ingen vermag (siehe Seite 306). 

Die Bindnngsfest igkei t  des Adenosint r iphosphats  am phosphat i iber t ragenden 
Fe rmen t  

l) 2 = 1.1.10 -7 Mole/ml 

ist nahezu doppelt  so gross wie die des Adenosindiphosphats .  

d-3-Phosphoglyzerins~tnre. Fe rmentp ro te id  

c. D4 = wirkendes Fe rmen t  : 

Tabelle XI  zeigt Versuehe, analog denjenigen des vorigen Abschnit ts ,  mit  verschie- 

L i t e r a t u r  S .  3 ~ 3  . 
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denen Anfangskonzentrationen an d-3-Phosphogl~zerinsAure. Daraus berechnet sich die 
Bindungsfestigkeit der d-3-Phosphoglyzerins~ture 

D 4 ---- 2.0. IO -~ Mole/ml 

T A B E L L E  X I  

Versuchsansatz :  62.7.IO - s  mole/ml  Adenosin t r iphosphat ,  wechselnde Mengen d-3-Phosphoglyzerin-  
s~ture (Spalte 2), sonst  wie in Tabelle X 

d-3-Phospho-  
glyzerinsii.ure = N 

I o s. Mole 
ml 

18.5 
67.8 

37 ° 

V 

Mole 
10 8 • _ _ _  

2.23 
3.60 
4.33 

Mittel : 

Vcx~ -- ~'a -- Nb 
N a N b 

V a V b 
IO s- Mole/ml/Min. 

} } 4'67 ) 
4'25 i 4.54 

Mole 
4.58. lO -8 ml Min. 

D , - -  V 
V o o  - -  V 
- - N  

io s. Mole 

ml 

19.5 
18. 4 
21.4 

Mole 
2.0. IO -7 - - -  

ml 

Magnesium. Fermentproteid 
d. D5 = wirkendes Ferment  : 

1931 entdeckte K. LOHMANN die komplexe Natnr  der Coxymase yon HARDEN, als 
deren einen Bestandteil er Magnesium erkannt  hat te lL Seither hat man auch das 
, ,G~amgsferment",  die Zymase, in eine Vielzahl von Fermentindividuen aufgespalten. 
Mehrere dieser Fermente sind Magnesiumfermente, z.B. die Enolase ~e und das in dieser 
Arbeit beschriebene phosphatfibertragende Ferment .  

T A B E L L E  X l I  

Ansatz : 62.7. I o -  s mole/ml  Adenos in t r iphosphat ,  wechselnde Mengen d er Spalt  e 2 Magnesium, son st 
wie Tabelle X 

i g ' "  

I 0 s. Mole 
ml 

488.0 
77-5 
15.2 

3.16 
o 

V 

i o s. Mole 
ml Min. 

8.O 
8.0 } = V ~  

4-33 
2.o 4 
1.2 

Voo - - V  
D2 --  V Mg'" 

I o s. Mole 
ml 

24 
27 

Mittel  : 2.5. IO -7- Mole 
ml 

Wie bei der Enolase, kann auch hier Mangan in seiner zweiwertigen Form Mag- 
nesium vertreten, es ist in kleinen Konzentrationen 5 mal wirksamer, well es vom 
Ferment  fester gebunden wird. 
Literatur S. 313. 
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Wegen der verdr~ingenden Wirkung von Phosphat wurde die Bindungsfestigkeit des 
Magnesiums in der phosphatfibertragenden Riickreaktion analog den Versuchen der 
vorigen beiden Abschnitte - -  bestimmt. Tabelle XlI zeigt die Versuche. 

Die Bestimmung wird ungenau durch Metallspuren, die den Co-Fermentpr~iparaten 
entstammen und auch bei der Magnesiumkonzentration Null eine Restwirkung hervor- 
bringen. 

Unter der Annahme, dass die Restwirkung nicht yon Magnesium, sondern von 
erheblictl fester gebundenen Metallionen (Mangan) herrfihrt, wird die Restwirkung yon 
den Wirkungen der Versuche 3 und 4 mit geringen Magnesiumkonzentrationen ab- 
gezogen. 

Die Bindungsfestigkeit des Magnesiums am phosphattibertragenden Ferment 

Mole 
D 5 = 2.5. IO - 7 -  

ml 

ist um eine Gr6ssenordnung gr6sser als die des Magnesiums an der Enolase. 

Um einen f0berblick fiber den Zustand des phosphatiibertragenden Ferments in der 
lebenden ZeUe zu bekommen, haben wir (gemeinsam mit W. LOTTGENS) den Magnesium- 
und Mangangehalt yon frischer, gewaschener B~ckerhefe bestimmt. Wir fanden in i g 
Frischhefe (Trockengewicht 0.25 g, Asche o.o18 g) o.615 mg Magnesium und 0.0024 mg 
Mangan. Demnach ist das Magnesium in der Zetlfltissigkeit maximal m/2o. Schon bei 
gr6ssenordnungsm~issig geringeren Magnesiumkonzentrationen ist das phosphatfiber- 
tragende Ferment an Magnesium ges~ittigt. Der Mangangehalt ist zu gering, um trotz 
h6herer Bindungsfestigkeit konkurrieren zu k6nnen. 

e. Gegenseitige Verdr~ngung der wirkenden Substa~zen," Gleichgewichtskonstante der Diphos- 
phoglyzerins~uredissoziation 

Wie in anderen Arbeiten dieses Instituts ist auch im Voransgegangenen gezeigt 
worden, dass die wirkenden Substanzen an bestimmte Wirkungsstellen des Ferment- 
proteins, nach dem Massenwirkungsgesetz dissoziierend, d. h. chemisch, gebunden sind. 

Konkurrieren zwei Substanzen mit den Konzentrationen c und c', den Dissozia- 
tionskonstanten D und D', um eine Wirkungsstelle des Fermentproteins, dann ist nach 
dem Massenwirkungsgesetz die Verteilung des gesamten Fermentproteins/7 P zwischen 
freiem Protein p und den mit einer der beiden Substanzen verbundenen Anteilen P 
und P' durch das System der folgenden drei Gleichungen mit drei Unbekannten gegeben : 

c . p - - D . P  = o  I 
- -  D ' . P '  = o . 

c' .p P' 
p + P +  ----~P 

(1) 

Daraus erh~ilt man z.B. ftir P, den mit einer wirkenden Substanz verbundenen 
des Fermentproteins in Gegenwart einer konkurrierenden Substanz: 

2 P  
P =  °l I + c 1 +  D, 

Lite~atu~" S. 3z3 .  

Anteil 

(2) 
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Der mit der g!eichen Substanz verbundene Anteil des Fermentproteins in Abwesenheit 
der konkurrierenden Substanz Po ist [c' = o1: 

I P  
Po = - - - - ~ "  (2a) 

I + - -  
c 

Bezeictmen wir mit Vo die Reaktionsgeschwindigkeit in Abwesenheit der konkurrieren- 
den Substanz, mit V die Reaktionsgeschwindigkeit im gleichen System jedoch in Gegen- 
wart der konkurrierenden Substanz, dann ist 

und 

V 

Vo 

D 
I + - -  

c 

1 +  1 +  
c 

( 3 )  
C r 

C D '  
- I 

- -  I 

V 

Die Tabelle XIII zeigt - -  durch die Quotienten V/V 0 ausgedriickt die Verminde- 
rung der Anfangsgeschwindigkeit der phosphatfibertragenden ,,Hin"-Reaktion durch 
die Teilnehmer der ,,Rfick"-Reaktion. 

Bei den Versuchen I und 2 fehlt zu Beginn jeweils einer der Teilnehmer der Rtick- 
die Verminderung der Anfangsgeschwindigkeit ist daher ein reiner Verdr~tn- reaktion, 

T A B E L L E  X I I I  

Versuchs~ns~ tz :  aus se r  den  in Spal te  3 u n d  5 angegeb~nen  Zus~tzen  wie in Tabel le  I. Versuchs -  
du rch f i ih rung  wie Abb. 4 und  5 ; Versuch  o is t  der  Gleiche wie in Abb.  4 und  5 (Tabelle VI) 

Adenos in -  
d i p h o s p h a t  

ieS .Mole  
ml  

23 

25 

25 

25 

Adenosin- ,  d - i  , 3 -Diphospho ,  
t r i p h o s p h a t  glyzerinsAure 

ioS.Mole ioS.Mole 
ml  ml  

O 

63 

o 

62 

4.5 

4 . 0  

4.6 

4.2 

d -3 -Phospho-  
glyzerins~,ure 

108. Mole 
ml  

O 

O 

58 

422 

Mole 
V0 = 3.4" IO8 ml  Min. 

Voo _ 1.84 
v0 
V1 _ 0.83 
v0 
V2 
Vo ° ' 9 °  

V'8 = o.4z 
vo 

gungseffekt. Bei Versuch 3 kommt dagegen zur Verminderung der Geschwindigkeit 
durch Verdr~tngung noch diejenige durch die mit der Fermentzugabe einsetzende Rfick- 
L i t e r a t u r  S .  3 r3 .  
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IV ~ 1  V°eingesetzt werden daft (Wr/V~ql = o . i i  : das 

Verh~iltnis der katalytischen Wirksamkeiten des Ferments bei Hin- und Riickreaktion). 
Versuch I zeigt die merkwfirdige Tatsache der Nichtverdriingung von Adenosindi- 

phosphat durch Adenosintriphosphat. Bei Konkurrenz der beiden Substanzen um die 
gleiche Wirkungsstelle sollte der Zusatz der 2.5 fact en Menge Adenosintriphosphat 
V/V0 ---- 0.3, d. h. eine Hemmung um 7 ° % ergeben. Gefunden wurde jedoch V1/V o ---- 
= 0.83, also eine Hemmung um 17 %. Danach muss die von Adenosintriphosphat ver- 
drRngte Substanz wesentlichfester an das Protein gebunden sein als Adenosindiphosphat. 
Nach Gleichung (3) errechnet man 

C 
- -  2 5 .  

D 

Man ist versucht, hier die Konzentration der Diphosphoglycerinsiiure einzusetzen und 
erh~dt dann 

Mole 
D 3 ---- 1.6- lO -9 - -  

ml 

Versuch 2 zeigt, dass auch der andere Teilnehmer der Rfickreaktion - -  d-3-Phos- 
phoglyzerins/iure - -  nicht mit Adenosindiphosphat konkurriert. Wir errechnen, unter 
Einsatz der im vorigen Abschnitt bestimmten Dissoziationskonstante der d-3-Phospho- 
glyzerins/iure, fiir die verdrAngte Substanz wiederum 

C 
- -  2 5  

D 

und setzen wiederum die Konzentration der Diphosphoglyzerins/iure ein und erhalten 
fiir die Dissoziationskonstante der d-I,3-Diphosphoglyzerins~ure 

Mole 
Dz = 1 . 8 . 1 0  - 9  - -  

ml 

Vs/V o in Versuch 3 muss, bevor w i r e s  in die Gleichung einsetzen k6nnen, eine 
Korrektur ffir die Rfickreaktion erfahren. Es ist nach dem oben Gesagten 

V'~ = V 3 + o.16.V o 
= o.57. 

Vo Vo 

Unter Vernachl~tssigung des - -  gegen die eingesetzte Phosphoglyzerins~ture geringen - -  
Adenosintriphosphatzusatzes errechnet man fiir die verdr~ingte Substanz 

C 
- -  = 2 7  
D 

und bei Einsatz der DiphosphoglyzerinsAurekonzentration 

D3 = 1.5. lO-9 Mole 
ml 

Die Obereinstimmung der Werte ffir D3, die man aus den drei verschieden angelegten 
Verdr~tngungsversuchen erhglt, ist eine Rechtfertigung des eingeschlagenen Verfahrens 
Literatur  S. 313. 
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und  der  0 b e r l e g u n g  auf  der  es be ruh t .  Sie fi ihrt  zu dem i iber raschenden Scl luss ,  dass 
beide  Reak t ions t e i l nehmer  de r  Rf ickreakt ion  auf  e i n e n  Tei lnehmer  der  H i n r e a k t i o n  ver-  
dr~.ngend wirken.  

Das  Schema der  Abb i ldung  7,  in dem angenommen  ist, dass  dem F e r m e n t p r o t e i n  

/ 

/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 

2 
/ 
/ 
/ 

// {H 2 
a ~  H2OaP-O HO-C-C-C-O-PO~H2~ 3 

OH 
/ 

Abb. 7- 

drei  Wirkungss te l len  zu eigen sind, deren  zwei die P h o s p h a t g r u p p e n  der  Diphospho-  
glyzerinsi iure besetzen,  deu te t  an, wie m a n  diesen Befund  m6glichenweise deuten  kann.  

I0.  GLEICHGEWICHTSKONSTANTE DER PHOSPHATUBERTRAGENDEN REAKTION 

L ~ s t  m a n  die Reak t ionen ,  deren Anfangszus t i inde  in Tabel le  X I I I  e inget ragen 
sind, ablaufen,  dann  findet  m a n  im Gleichgewicht  die in TabeUe X I V  e inge t ragenen  
Konzen t r a t i onen  der  Reak t ions te i lnehmer .  Aus  diesen erg ib t  sich die Gleichgewichts-  
kons t an t e  der  phospha t i i be r t r agenden  G~rungsreak t ion :  

A d e n o s i n d i p h o s p h a t .  d - I ,  3-Diphosphoglyzer insAure  

A d e n o s i n t r i p h o s p h a t .  d -3-Phosphoglyzer ins~ure  
= 3 "  10 - -4"  

TABELLE XIV 

Gleichgewichtszustand der AnsAtze der Tabelle X l I I  

Adenosin- 
diphosphat 

I o s. Mole 
ml 

I . I  

2.8 
2. 4 

12. 3 

Adenosin- 
triphosphat 

lO 8. Mole 
ml 

23.9 
85.4 
24.2 
73.8 

d-1,3-Diphospho- d-3-Phospho- 
glyzerinsi~ure glyzerinsAure 

lO 8. Mole lO s. Mole 
nfl ml 

o.18 
O . 2 1  

o.24 
0.78 

23.9 
22. 4 
8 I  .2  

4 3 4  

M i t t e l  : 

K = 

Adenosin- • Diphospho- 
diphosphat glyzerinsAure 

Adenosin- • Phospho- 
triphosphat glyzerins~ure 

3.5" 1°--4 
3.1. io ~t 
2.9. IO --t 
3.0. lO  - 4  

K ~ 3.I ° IO --i 

Beim gleichem PH 6-9 be t r l ig t  die Gle ichgewich tskons tan te  de r  phospha tb inde nde n  und  
O x y d a t i o n s r e a k t i o n  der  G~rung, wie demn~chs t  ausfi ihrl ich mi tge te i l t  wi rd :  

Li t e ra tu r  S .  313. 
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Phosphat  • d-3-Phosphoglyzerinaldehyd- Diphosphopyridinnucleotid 

d-I,3-Diphosphoglyzerins~ure • Dihydrophosphopyridinnucleotid 

Mole Phosphat  
= 4" 10-8 

ml 

Durch Multiplikation der beiden Konstanten erhitlt man die Konstante der Bilanz- 
reaktion (bei PH 6.9): 

Adenosindiphosphat • Phosphat .  Phosphoglyzerinaldehyd. Pyridinnucleotid 

Adenosintriphosphat • Phosphoglyzerins~ure • Dihydropyidinnucleotid 

= 1.2. lO -6 Mole Phosphat  
ml 

Setzt man den Phosphatgehalt  im Zellsaft lebender Hefe mit  4" lO-S Mole/ml, dann 
bekommt man 

Adenosindiphosphat • Phosphoglyzerinaldehyd. Pyridinnucleotid 

Adenosintriphosphat • Ph0sphoglyzerins~ure. Dihydropyridinnucleotid 

= 3 '  10-2. 

Die Konstante  der phosphatiibertragendei1 Reaktion ist wenig pH-abh~ngig, die Kon- 
stante der phosphatbindenden und oxydierenden Reaktion dagegen [ndert  sich assuer- 
ordentlich mit  dem PH. Daher errectmet mall ffir die Konstante der Bilanzreaktion bei 
PH 7.4 einen wesentlich geringeren Weft  als bei PH 6"9, n~mlich 3" IO-~ Mole Phosphat/ml. 

Wie NEGELEIN und BR~MEL gefunden haben e zerf~llt Diphosphoglyzerins~ure von selbst mit 
erheblicher Geschwindigkeit (Halbwertzeit 2 7 Minuten) ill Phosphoglyzerins~ure und Phosphat. Da 
die phosphatbindende Reaktion zugleich die energieliefernde Reaktion der Muskelkontraktion ist, wfirde 
der Selbstzerfali der Diphosphoglyzerins&ure einen Verlust ffir die lebende Zelle darstellen. Dieser 
Verlust wird durch das Zusammenwirken zweier verschiedener Umst~.nde vermieden: 

Erstens liegen - -  wie Tabelle X l I I  z e i g t -  die Gleichgewichte der Diphosphoglyzerins&ure 
erzeugenden und verbrauchenden Reactionen beide im Sinne sehr geringer station~xer Diphospho- 
glyzerinsXurekonzentration. 

Zweitens ist das Product  aus Konzentrat ion und Wirksamkeit des Disphosphoglyzerins~,ure 
verbrauchenden phosphatfibertragenden Ferments in der Zelle gr6sser als das des Diphospho- 
glyzerinsgure erzeugenden oxydierenden Ferments. 

I I .  PHOSPHAT/'!BERTRAGENDES FERMENT ]M SERUM 

Das phosphattibertragende Ferment  ist im Serum yon Tumorra t ten  nicht in gr6sse- 
rer Konzentration vertreten als im Normalserum. Wir tragen bier den Versuch nach, 
dessen Ergebnis bereits anderw~rts mitgeteilt worden ist is. 

Zur Gewinnung des Serums wurde herzpunktiertes Blut erstickter Rat ten  kalt 
geronnen und abzentrifugiert. Der Tumor  wog 80 g (3o % des Lebendgewichts der Ratte) 
und hatte nur geringe Nekrosen. Das Blut der Tumorra t te  war zu 50 % an~misch. Das 
Tumorserum war kaum, das Normalserum nicht h~molysiert. 

Zur Vermeidung voI1 St6rtmgen durch Isomerase und andere G~amgsfermente 
benutzten wir als Test die phosphatfibertragende Rfickreaktion mit  hohen Ausgangs- 
konzentrationen an Adenosintriphosphat und d-3-PhosphoglyzerinsAure in Gegenwart 
yon Cystein. 

Das Serum war im Versuch 112 5 verdfinnt. Die Messergebnisse zeigt Tabelle XV. 
Literatur S. 3z3. 
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TABELLE XV 

Normalserum . . . 

Tumorserum . . . .  

Trockengewicht Anfangsgeschwindigkeit 
des Serums im Test 

mg 
77"6 ml 

62.6 ,. 

Mole 
o'465" I°-8 cm.Min. 

O . ~ 5 0 .  1 0  - 8  , ,  

mg phosphat- 
/ibertragendes Ferment 

ml Serum 

3.9" lO-4 Mole 
ml 

4.6. io -4 ,, 

12. EIN WEITERES PHOSPHATOBERTRAGENDES G.E_RUNGSFERMENT 

Das Prinzip, durch das in den optischen Testen die einzelnen Reaktionen der 
G~-ungskette getrennt werden, ist die Anwendung der Cofermente in st6chiometrischen 
Mengen: Die Cofermente sind also im Test nicht Katalysator sondern Substrat. 

Fasst man jedoch mehrere Fermente nnd Snbstrate geeignet zusammen, dann laufen 
die Reaktionen anch in vitro wie in der lebenden Zelle mit katalytischen Coferrnent- 
mengen. Ich schildere in diesem und im folgenden Abschnitt derartige Synthesen: 
dreifach zusammengesetzte optische Teste. 

Frakfioniert man NEGELEINS A-Protein 9 mit Ammonsulfat der Sitttigung o.5, dann 
bleibt das in dieser Arbeit beschriebene phosphatfibertragende Ferment (I) in L6sung. 
Der Niederschlag enth~It jedoch ebenfaUs ein katalytisch wirksames Prinzip, und zwar, 
Wie ich in einem dreifach zusammengesetzten optischen Test mit katalytischen Mengen 
Adenosindiphosphat zeigen kann, ebenfalls ein spezifisches phosphatfibertragendes 
Ferment. Dies sei vorfibergehend mit (II) bezeichnet. Es wirkt in der Reaktionm: 

Hexose-6-phosphat + Adenosintriphosphat = (V) 
= Hexosediph0sphat + Adenosindiphosphat. 

Der Versuch ist in Abbildung 8 dargestellt. Er zeigt den Aufbau des Systems fiber- 
sichtlich, weil die Indikatorreaktion (die phosphat- 
bindende und oxydierende G~rungsreaktion) an 
erster Stelle steht. Diese liefert das Substrat fiir 
die erste phosphatfibertragende Reaktion, die jedoch 
nur kurz laufen kann, da die Versuchs l6sung-  im 
Prinzip die des in dieser Arbeit ausgearbeiteten 
Testes (Tab. I) - -  nur katalytische Mengen Ade- 
nosindiphosphat enthiflt. Der eigentliche Umsatz 
erfolgt erst nach Zusatz des zweiten phosphatfiber- 
tragenden Ferments, das mit Hilfe von Robison- 
ester, der sich gleichfalls in der Versuchsl6sung 
befindet, zu Adenosindiphosphat regeneriert. 

Fiir die aufgestellte Reaktionsgleichung ist der 
Versuch insofern beweisend, dass sich Robisonester 
nicht durch Hexose ersetzen l~sst, und dass die 
erste phosphatfibertragende Reaktion Adenosintri- 
phosphat erzeugt und nicht mit anderen Adenin- 
nucleotiden als Adenosindiphosphat lituft. Das 

12 

8 

i 

. , ~  t ~  t ~ . , o  _ e I / 

- - e - e  [ 

[ t , , J I 
o 

- M inu ten  

Abb. 8. Versuchsansatz [-M°le~Ios : 
k m l A  

Diphosphopyridinnucleotid 16, Ade- 
nosindiphosphat 2,  d-3 Phosphogly- 
zerinaldehyd 33, 1Robisonester 333, 

Mangan 15, Phosphat 84o 

Substrat der Gegenseite ist damit Hexosediphosphat" sehr wahrscheinlich, abet nicht 
bewiesen, da ich die Rtickreaktion nicht untersucht babe. 

Literatur S. 313. 
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13. MYOSIN 

Im Muskel wird das bei der G~irung gebundene Phosphat  wieder durch Myosin, die 
kontrakt ible  Substanz,  freigemacht.  Wie ENGELHARDT und LJUBIMOWA gefunden haben TM, 
katalysiert  Myosin, das kiirzlich von A. SZENT-GYORGYI kristallisiert wurde ~9, die 
Reakt ion  

Adenosint r iphosphat  ---- Adenosindiphosphat  + Phosphat .  

Abb.  9 zeigt, wie man  das Zusammenwirken von Phosphatbindung,  Phosphatfiber- 
t ragung und  Phosphatabspal tung,  den Phosphatkreislauf der Muskelkontraktion, optisch 
verfolgen kann.  

24 ~, ~ e / / . -  

,6 , /  
/2 ~ , - - e  

r o 0 5 tO 15 2G 25 30 35Min, 

VMole-]Mole 8 • Ab[. 9 Versuchsans tzL -j,o D,phos 
phopyridinnucleotid 37 ; d-3-Phosphoglyzeria- 
aldehyd 37; KNa-Phosphat iooo; Adenosin- 
diphosphat 4.5; Mangan 4; Calcium 22o; 
Glykokoll 8 mg/ml; Natriumbicarbonat 14 
mg/ml; ges~Lttigt mit ioo% Kohlendioxyd; 

PH 6.93. Versuchstemperatur 25 ° 

Die Versuchsl6sung - -  im Prinzip die des Testes ftir das phosphatt ibertragende 
Ferment  (Tabelle I) - -  enth~ilt katalytische Mengen Adenosindiphosphat ,  daher kann der 
eigentliche Umsatz  erst nach Zusatz des Adenosindiphosphat  regenerierenden Myosins 
erfolgen. In  der Versuchsl6sung befindet sich ausserdem Calcium, das Co-Ferment  des 
Myosins, und zum Ersatz  fiir Magnesium, das Myosin hemmt  19, 20, Mangan. 

Der  Versuch beweist die oben eingeftihrte Reaktionsgleichung. 

ZUSAMMENFASSUN G 

Aus LEBEDEvsaft wurde ein spezifisches Fermentprotein isoliert, das in Verbindung mit Mg'" 
die reversible Reaktion katalysiert: 

d-I,3-Diphosphoglyzerinsiiure + Adenosindiphosphat 
1L 

d-3-Phosphoglyzerins~Lure + Adelmsintriphosphat. 
Mit Hilfe des kristallisierten Ferments wurden gemessen: 

Die Konstanten der Fermentdissoziationen mit Magnesium, Adenosmdiphosphat, Adeaosintri- 
phosphat, Diphosphoglyzerins~ure, Phosphoglyzerins~ure, 

die katalytische Wirksamkeit des Ferments in der Hin- und Rfickreaktion, 
die Gleichgewichtskonstante der Reaktion, 
die Wirkungsweise eines weiteren spezifischen phosphatiibertragenden Fermentproteins im 

dreifach zusammeixgesetzten optischen Test, das die Reaktion katalysiert: 
Hexose-6-phosphat + Adenosintriphosphat 

Hexosediphosphat + Adenosindiphosphat, 
die Wirkungsweise von Myosin. 

Literatur S. 3z3. 
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SUMMARY 

A specific protein has been isolated from LEBXDEV-juice tha t ,  in combination with Mg", catalyses 
the reversible reaction : 

d-i.3-diphosphoglyceric acid + adenosinediphosphate 

d-3-phosphoglyceric acid + adenosinetriphosphate. 

Using the crystallised ferment the following were measured : 
The ferment dissociation constants with respect to magnesium, adenosinetriphosphate, diphos- 

phoglyceric acid, phosphoglyceric acid; 
the catalytic activity of the ferment in the forward and back reaction; 
the equilibrium constant of the reaction; 
the reactivity in the triple optical tes t  of a further  specific phosphate-transferring enzyme tha t  

catalyses the reaction : 
hexose-6-phosphate + adenosinetriphosphate 

hexosediphosphate + adenosinediphosphate; 

the reactivity of myosin. 

Rt~SUMt~ 

Isolement ~ part ir  du jus de mac6ration de levure pr~par6 d'apr~s LEBEDEW, d 'un enzyme 
sp~cifique, qui en pr6sence de l'ion Mg catalyse la r6action r6versible: 

Acide d-i,3-diphosphoglyc6rique + Ad6nosinediphosphate 

Acide d-3-phosphoglyc6rique + Ad6nosinetriphosphate 

L'emploi de l 'enzyme cristallis6 a permis de mesurer: 
La constante de dissociation du compos~ donn6 par l 'enzyme avec le magn6sium, l'ad6nosine- 

diphosphate, l 'ad6nosinetriphosphate, l'acide diphosphoglyc~rique et  l'acide phosphoglyc6rique; 
l'action catalytique de l 'enzyme dans chacun des sens de la r~action; 
la constante d'6quilibre de la r6action; 
le mode d'action d'un nouvel enzyme sp6cifique transporteur de phosphate, catalysant la r6ac- 

tion : 
Hexose-6-phosphate + Ad6nosinetriphosphate 

Hexosediphosphate + Ad~nosinediphosphate; 

le mode d'action de la myosine. 
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