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Giftwirkungen auf die KartoffeI-Apyrase 

Es wird im aUgemeinen angenommen, dass Enzyme, die ATP zum Substrat haben, 
SH-Enzyme sind. Wie aus der vorliegenden Arbeit zu ersehen ist, bildet die Kartoffel- 
Apyrase eine Ausnahme yon dieser Regel. 

Fig. I zeigt, dass die Kartoffel-Apyrase 1 von Salyrgan fiberhaupt nicht beeinflusst 
wird, obwotfl die angewandte Eiweissmenge viel kleiner (5/~g), dagegen die ange- 
wandte maximale Salyrgan-Konzentration viel gr6sser ist (0.005 M), Ms es sonst in 
Hemmungsversuchen iiblich ist. Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, haben auch 
alle anderen anerkannten SH-Reagenzien (weder Oxydationsmittel, noch organische 
Arsen- und Quecksilberverbindungen oder Alkylierungsmittel) unter Bedingungen, 
unter denen sie spezifisch mit Protein-SH-Gruppen reagieren 3, keinen Einfluss auf 
die Aktivit~t der Kartoffel-Apyrase. Es l~sst sich ausserdem zeigen, dass nach einer 
Denaturierung des gereinigten Enzyms mit Guanidin-Hydrochlorid die Nitroprussid- 
Reaktion fehlt. Werden diese Befunde zusammengefasst, so ergibt sich die Schluss- 
folgerung, dass an der Spaltung des ATP durch Kartoffel-Apyrase keine Protein- 
SH-Gruppen beteiligt sind. 

T A B E L L E  I 

EINFLUSS VON VERSCHIEDENEN SH-REAGENZIEN AUF DIE 
AKTIVITAT DER KARTOFFEL-APYRASE 

Reak t ionsans /~ tze :  5 /~g E n z y m ,  0.02 M H i s t i d i n p u f f e r  p H  7.0 u n d  die n e u t r a l i s i e r t e n  SH-  
R e a g e n z i e n .  I n k u b a t i o n s z e i t  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r :  20 Min, s o n s t  wie bei  Fig .  i .  

,4 l'P-Spaltung 
Reagem Konzentration in I*Molen P/ M in 

(M) 
mit Ca ohne Ca 

o - J o d o s o b e n z o a t  0 .005 I.OI 0.40 
O x a r s a n  o.oo 5 I . I  8 o.45 
p - C h l o r m e r c u r i b e n z o a t  o.oo 5 I. 12 0.44 
M e t h y l - M e r c u r i n i t r a t  o .oo 3 1.03 0.47 
N - A t h y l m a l e i m i d  o .oo 3 1.27 o .44 
J o d a c e t a t  o . i o  0.99 o.39 
J o d a c e t a m i d  o. I o o.95 0.38 
K o n t r o l l e  1.20 0.45 

Die Aktivit~t der Kartoffel-Apyrase bleibt auch in Gegenwart von Poly~then- 
sulfosaurem Natr ium*--bis  zu einer Konzentration von 5 mg/ml--erhal ten,  obwohl 
saure und alkalische Phosphatasen dutch Heparin gehemmt werden ~. Ebenso ist 
Protamin, eine basische Substanz, auch in hoher Konzentration (0. 5 mg/ml) wirkungs- 
los, obgleich wenige/~g von Protamin die Muskel-Phosphorylase A vergiften 5. 

Formaldehyd hemmt bis zu einer Konzentration von 3.5 % Formaldehyd die 
Aktivit~tt der Kartoffel-Apyrase gleichfalls nicht, obwohl durch diese Formaldehyd- 
Konzentration die - N H ,  Gruppen der Proteine blockiert werden 3. Wird aber die 
Formaldehyd-Konzentration weiter erh6ht, so vermindert sich auch die ATP- 
Spaltung (Fig. 2). 

Kartoffel-Apyrase ist nicht empfindlich gegen i.o M KI und wird in 3.0 M KI 
etwa um 50 % gehemmt. 20 Min Behandlung der dfinnen Enzynfl6sung mit hohen 

* D a s  P r A p a r a t  v e r d a n k e n  wi t  d e n  F a r b w e r k e n  H o e c h s t ,  F r a n k f u r t / M .  
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Urea-Konzentrationen bei Zimmertemperatur ftihrt zu einer zunehmenden Inakti- 
vierung des Enzyms. Diese Inaktivierung ist nach Entfernung von Urea teilweise 
reversibel (Fig. 3). 
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Fig. t .  E inf luss  yon  Sa ly rgan  auf  die Akt iv i t / i t  der  Kar to f fe l -Apyrase .  Je  5 / z g  E n z y m  w u r d e n  
mi t  1-5 ffMolen Sa lyrgan ,  in 0.02 M His t id inpuffer ,  p H  7.0, IO Min bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  
inkubie r t .  D a n n  wurde  die S p a l t u n g  i m  W a s s e r b a d  yon  25 ° du rch  Zugabe  yon  IO /~Molen A T P  
in Gang  geb rach t  u n d  die R e a k t i o n  nach  3 Min mi t  lO% TrichloressigsAure un t e rb rochen .  

O - - O - - O : m i t  Io f fMolenCaC12  (2); x - - x - - x :  ohneCaCl~ .  

Fig. 2. Abh~.ngigkeit  der  A p y r a s e w i r k u n g  yon  tier F o r m a l d e h y d - K o n z e n t r a t i o n .  Abszisse:  
F o r m a l d e h y d - K o n z e n t r a t i o n  w&hrend der  Spa l tung .  Ve r suchs l6 sungen :  5 # g  E n z y m ,  Forma l -  
dehyd ,  io  ffMolen CaCI~, 0.02 M Bora t -Puf fe r  p H  8.0. I n k u b a t i o n s z e i t  IO Min, Spa l tungsze i t  

5 Min, sons t  wie Fig. i .  

Fig. 3. Abh~tngigkeit  der  A p y r a s e w i r k u n g  von  tier U r e a - K o n z e n t r a t i o n .  Abszisse :  U r e a - K o n z e n -  
t r a t i on  w~hrend  der  I n k u b a t i o n .  Ve r suchs l 6 sungen :  w~.hrend der  I n k u b a t i o n - - 2 o  Min, 2 5 ° - - :  
55 fig E n z y m ,  1-8 M Urea,  0.02 M His t id inpuffer ,  p H  7.0; w~hrend  tier Spa l t ung :  × - - x - - ×  : 
E n z y m  IO mal  verd i innt ,  Urea  u n d  Puf fe r  wie in der  I n k u b a t i o n ,  io  #Molen  A T P  u n d  CaCI~; 
O - - O - - O  : E n z y m  u n d  Urea  IO mal  verd i inn t ,  Puffer  wie in der I nkuba t i on ,  IO ffMolen A T P  

u n d  CaC1 v 

Diese Beobachtungen zeigen nicht nur, dass die Kartoffel-Apyrase kein SH- 
Ferment ist, sondern dass auch eine Reihe anderer Gruppen nicht an der ATP- 
Spaltung beteiligt sind, die an der Aktivit~t anderer Phosphatasen teilnehmen. Dies 
gilt ffir alle Aminogruppen der Lysinreste sowie ffir alle anderen basischen Gruppen, 
die durch oberfl~chliche Lage auf dem Apyrasemolektil der Reaktion mit Poly~tthen- 
sulfos~ure zng~nglich sind. Ebenso sind die oberfiitchlichen und damit dem Protamin 
zug~tnglichen Carboxylgruppen for die Aktivit~t entbehrlich. 
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