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Otto Warburg's outline 
Immediately after passing my final examinations in 

Chemistry, I made enquiries as to how I could get in 
contact with Otto Warburg. Finally I chose the shortest, 
but also the least compromising way, by phoning the 
institute to ask for acceptance as a doctoral candidate. 
Without more ado I met Otto Warburg the same 
afternoon in the beautiful oval-shaped library of his 
laboratory. I saw him, an already legendary person, for 
the first time. While I repeated my request in a few 
sentences he looked directly into my face, his mouth 
firmly closed. His look did not frighten, on the con- 
trary, but it was penetrating. With incomparable 
authority, a master-pupil relationship was established. 
Without going into lengthy questions concerning my 
person, I was accepted. 

So, in the autumn of 1938, I entered the 'Kaiser 
Wilhelm Institute fiir Zellphysiologie'. I was assigned to 
Fritz Kubowitz who, after a series of beautiful investi- 
gations with Otto Warburg and with Erwin Haas, was 
now working completely on his own. Just starting his 
classical work on the isolation and crystallisation of 
lactate dehydrogenase from muscles and from tumours 
of the rat [17], he had set up a new device for photomet- 
ric tests. Combining a mercury lamp as source of the 
334 nm spectral line, isolated by stained filters, with a 
photoelectric element as detector, he unburdened the 
institute's large spectrophotometer from routine work. 
This arrangement, invented by Kubowitz, is widely used 
in the 'spectral line photometers' of today. 

The fascinating, almost magic 'optical test' had been 
already modelled by Negelein and Wulf [18] during the 
isolation and crystallisation of alcohol dehydrogenase 
('Acetaldehydreductase'). On the substrate's side, 
Kubowitz had to replace pyruvate with the aldehyde 
and also to provide a sufficiently large stock of 'Dlhy- 
dropyridinnucleotid' (NADH). A troublesome task, this, 
as the majority of other biochemicals had to be pre- 
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pared in the laboratory. 
After a couple of weeks, tolerated by Kubowitz with 

extraordinary patience, I met Warburg by chance in the 
glass store. This might have reminded him of my pres- 
ence. The next morning he brought a piece of paper into 
the laboratory. It was headed "Biicher" and contained a 
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six-point working programme. Of course, written in 
German and translated here, it is shown in Fig. 1: 

1. Is adenine nucleotide really the coferment of fermentation? 
Test: Inorganic phosphate  + sugar + catalytic quantity of adenine 
nucleotide (disappearance of inorganic phosphate in presence of pro- 
tein). 
2. If so, isolation of the (only one?) protein necessary for phosphory-  
lation. Check whether fo r  the different phosphorylations by adenine 
nucleotide different proteins are necessary. 

3. In any case, give evidence if protein and adenine nucleotide bind to 
a ' ferment' .  
4. Decide whether the coferment is an adenine mononucleotide or an 
adenine dinucleotide (adenosine triphosphoric acid diadenosine or 
pentaphosphoric acid). 
5. Role of Mg or Mn in phosphorylation. 
6. Tumours.  

As the finally published paper shows, I obediently 
followed this programme over the years point per point 
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Fig. 1. Outline for the isolation of a phosphate-transferring enzyme, written by Otto Warburg. (Reproduced from: 'Ot to  Warburg: A Personal 
Recollection' [26].) 
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Fig. 2. Profi le of pubf ica t ions  on  phosphog lyce ra t e  kinase.  N u m b e r s  refer to represen ta t ive  papers .  

- except for the first one. With point one I ran into 
problems. If viewed from the state of the art of today, it 
is obvious that the proposed reaction scheme could 
hardly be suitable to test the question. But even at the 
time of its conception, an extremely dynamic phase of 
energy-metabolic developments [19], the back-reacting 
product of the phosphate-consuming dehydrogenation 
of glyceraldehyde 3-phosphate (' Fischer ester') by NAD 
('Diphosphopyridinnucleotid'),, called by us 'Oxyda- 
tionsreaktion der Garung', was almost substantially 
being studied in the laboratory. 

Composite optical test 
I learned to prepare 'Lebedev juice', an extract of 

autolysing baker's yeast, and tried to link up with 
Warburg and Christian's early fermentation tests. After 
spending some weeks on fruitless phosphate assays I 
consulted Erwin Negelein. He proposed replacing sugar 
by fructose 1,6-bisphosphate ('Harden-Young ester') 
and moreover lent me some 'alpha' and 'gamma' - 
crude preparations of ADP/ATP and NAD. Now re- 
sults were obtained. Despite the fact that an already 
phosphorylated substrate was used, consumption of in- 
organic phosphate was observed. Soon I was able to 
proceed to the front line of the laboratory's progress. A 
few weeks later I joined the efforts at the level of 

Warburg and Christian's [1] and Negelein and Brrmel's 
[20] investigations. 

Early in 1939, items 1 and 4 of my schedule had been 
checked. In addition, a way to proceed to point 2 (part 
one) was in sight: a new 'composite' mode of the 
'optical test' coupling the photometric nonachievable 
transphosphorylation to a preceding indicator reaction. 
Generously, Fritz Kubowitz allowed me to copy his 
mercury line photometer as an indispensable bypass of 
the already mentioned instrumental bottleneck. Now 
for seven months I was entrusted with all degrees of 
freedom for a personal endeavor in preparative and 
analytical enzymology. 

The composite test is exemplified by 'Abbildung' 1 
of the paper. First, by addition of a comparatively high 
activity of sufficiently pure glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase ('Oxydierendes Ferment'), an equi- 
librium of the indicator reaction is established. This 
happens almost at once. At the chosen hydrogen ion 
and phosphate concentrations ('Tabelle' I) about 10% 
of the NAD + present at the beginning is consumed by 
the equivalent production of NADH and D-1,3-diphos- 
phoglycerate. Then, a comparatively small activity of 
the phosphoryl transferase to be tested is added. By 
transfer of a phosphoryl group to ADP the indicator, 
equilibrium is distorted. With a measurable velocity, 
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NADH is further produced until an equilibrium be- 
tween eight partners is attained: 

D-Glyceraldehyde 3-phosphate + NAD + + phosphate + ADP 

D-3-phosphoglycerate + NADH + H + + ATP 

For thermodynamic reasons, D-1,3-diphosphoglycerate 
(in the paper abbreviated as 'R'), the coupling compo- 
nent, almost disappears. The correct phosphate turnover 
can be calculated by means of the equilibrium constant 
of the indicator reaction as indicated in 'Abbildung' 4 
and 5. 

Enzyme protein 
The work was interrupted by war service. When back 

in the laboratory in 1941, photochemical studies with 
Erwin Negelein [21] caused further delay. But Otto 
Warburg had kindly inserted a paragraph into his paper 
with Christian of 1939 announcing my findings (Ref. 1, 
pp. 46-47). 

Finally, the last purification steps were elaborated 
and crystals of extraordinarily high specific activity 
appeared from a rather concentrated solution of the 
enzyme protein in 2.4 M ammonium sulfate, 0.04 M 
pyrophosphate. Without crystallization, which is also a 
good purification step, an isolation project was consid- 
ered by the laboratory not to have been finished. A 
short note [2] was sent to 'Die Naturwissenschaften' in 
1942. 

Enzymatic parameters 
Specific activities of the purified and dialysed en- 

zyme protein were measured in the 'forward' and 'back- 
ward' directions (Section 8) and the equilibrium con- 
stant ('Tabelle' XIV) was calculated. Michaelis-Menten 
constants of all substances acting in the forward and 
backward reactions were determined by extensive kinetic 
work ('Tabelle' VII). According to my master's under- 
standing (see above, point 3) these were noted as 
'Gleichgewichtskonstanten der Fermentdissoziationen'. 
Most of these values are in fair agreement with the 
findings of later investigators - not only on the yeast 
enzyme but on phosphoglycerate kinases of various 
species and sources from man to spinach (summarised 
in Ref. 16). 

Binding site model 
Based on the discovery of a Michaelis-Menten con- 

stant of the order of micromolar for D-1,3-diphospho- 
glycerate and on an ADP-ATP interaction of a non- 
competitive character, an early model of the active site 
of the enzyme protein was presented ('Abbildung' 7). 
Present-day proposals for the trigger mechanism [14] 
seem not to be contradictory to the proposals made half 
a century ago. 

A TP-bound reactions 
Just before the war really struck home and the group 

was to abandon the beautiful building in Berlin-Dahlem, 
the program which had been set forth by Otto Warburg 
five years before was completed. Multiple composite 
tests were set up in order to deal with the second part of 
Warburg's point two. Phosphoryl transfer from ATP to 
hexose monophosphate by a different enzyme fraction 
was demonstrated ('Abbildung' 8) as also the ATPase 
activity of myosin ('Abbildung' 9). Comparisons of the 
enzyme activity levels in sera of normal and of tumour- 
bearing rats (see above, point 6) had already been 
incorporated into Warburg and Christian's innovative 
paper on serum enzyme diagnostics [22] of 1942. 

Odyssey of manuscripts 
When the final paper was completed, general dis- 

order had proceeded so far that any publication in 
Germany was impossible. So I kept it together with two 
others when we left my father's farm near Berlin by 
horse and wagon in the last days of the war. Near 
Ltibeck we met British vanguards. During an interroga- 
tion by an intelligence officer my papers caused suspi- 
cion. I proposed therefore to contact Professor Donnan, 
care of the Royal Society of London. As I explained to 
the eager man, Donnan would be competent to lift all 
the secret contents of those papers. In fact, they were 
forwarded to Donnan, who contacted Hans Krebs. The 
further events are told in detail in Krebs' reminiscences 
(Ref. 23, pp. 149 and 150) and by E.C. Slater in his 
historical study of this Journal (Ref. 24, pp. 22-23). 
Such fairness after all the shameful events, particularly 
that H.G.K. Westenbrink printed the papers in the 
German language, honors our supranational family of 
biochemists. 

Phosphoglycerate kinase today 
Fig. 2 deals with the fate of phosphoglycerate kinase 

since its first characterisation. As a result of the extreme 
diligence of biochemists and molecular biologists, our 
protein, like others of major metabolic and bioenergetic 
interest entered a fascinating route of developments 
culminating in high-resolution X-ray studies of the yeast 
and the horse-muscle enzymes. 

Further peaks in the profile of publications point to 
discoveries in enzyme genetics. Following the assign- 
ment of pgk-1 to the mammalian X-chromosome, par- 
ticularly after the discovery of the murine variant PGK- 
A, allozymes of phosphoglycerate kinase were exten- 
sively used as markers in studies of the X-chromosome 
inactivation ('lyonisatian') leading to the phenotypic 
mosaicism of mammalian females (survey in Ref. 25). 

New impulses are due to the detection of a second 
phosphoglycerate kinase-2 specifically located in sperm 
cells. PGK-2 is expressed from an autosomal gene of 
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hitherto unique properties [15]: the testis-specific gene 
pgk-2 lacks introns. It possesses characteristics of a 
processed gene. 
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{3BER E I N  P H O S P H A T { 3 B E R T R A G E N D E S  GP~RUNGSFERMENT 

voll 

T H E O D O R  B { 3 C H E R  

Kaiser-Wilhelm-Institut f i ir Zellphysiologie, Liebenberg. Mark (Deutschland) 

I. /JBERSIC HT 

19o 5 entdeckten HARDEN und YOUNG 1, dass die G~irung nicht nut  eine zuckerspal- 
tende, sondern auch eine phosphatbindende Reaktion ist; eine Erkenntnis, die wit 
heute2,a, 4 dureh folgende Reaktionsgleichung ausdrficken diirfen: 

I Zucker 4- 2 Phosphat q- 2 Adenosindiphosphat (I) 

2 Milchs~iure (2 Alkohol + 2 CO~) + 2 Adenosintriphosphat. 

Der Mechanismus der Phosphatbindung wurde 1939 yon WARBURG und Mitarbeitern 
nach der Reingewinning des oxydierenden G~irungsferments 5 durch Isolierung der d-I, 3 
Diphosphoglyzerinsiiure im Sinne der folgenden Reaktionsgleichung aufgeklgrt: 

d-3 Glyzerinaldehydphosphors~iure + Phosphat + Pyridinnucleotid (II) 

d-I, 3 Diphosphoglyzerins~inre + Dihydropyridinnucleotid. 

Wir nennen dies die phosphatbindende und oxydierende Reaktion der Ggrung. 
In der Kette der Giirungsreakfionen folgt auf die Phosphatbindung eine Phosphat- 

~bertragung, bei der ein Fermentproteid im Sinne der eingangs aufgestellten Bilar~z- 
gleichung die Anhydridphosphors~iure der d-I,3 Diphosphoglyzerins~iure auf Adeno- 
sindiphosphat fibertr~igt : 

d-I,3 Diphosphoglyzerins~iure + Adenosindiphosphat (II1) 
% 

d-3 Phosphoglyzerins~iure + Adenosintriphosphat. 

Das pkosphatiibertragende Ferment,  das in w~issrigen Extrakten von Mnskeln, 
Tnmoren nnd im Serum (vgl. Tab. XV) nachgewiesen worden ist, ist wolff allen g~irenden 
Zellen gemein. Seine Konzentration ill Bierhefe betfiigt o.2 % vom Frischgewicht. 

Es ist fiir die angegebene Reaktion spezifiseh und wirkt z.B. nicht mit Phospho- 
brenztraubens~iure, 1,2-Diphosphoglyzerins~iure (GReEXWALI)scher S~inre), Hefeadenyl- 
s~iure, Muskeladenylsiiure. 

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 G~irungreaktionen. 

Der Test flit die Isoliernng des Ferments ist ein optischer. Dabei wird die phosphat- 
iibertragende Reaktion, deren Teilnehmer weder im sichtbaren noch im nahen Ultra- 
violett farbig sind, mit der vorangehenden oxydierenden G~trungsreaktion gekoppelt 
nnd die bei 34 ° m/, entstehende Absorption yon Dihydropyridinnucleotid verfolgt 
(vgl. Abb. I). 
Literatur S. 3~r3. 
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In der Testl6sung mfissen ausser den Substraten noch Magnesium-Jonen vorhanden 
sein, denn das wirkende Ferment enth~lt Magnesium dissoziierend gebunden (vgl. Tab. 
XiI). Wie bei anderen Fermenten kann Magnesium durch Mangan ersetzt werden. 

Die Bestimmung des Eiweissgehaltes, die neben dem Test zur Ermittlung des Rein'- 
heitsgrades bei der Isolierung notwendig ist, geschieht nephelometrisch (vgl. Tab. III). 

Zur Isolierung des Ferments aus LEBEDEVSaft sind 6 Reinigungsschritte erforder- 
lich: Nucleoproteidfraktionierung aus 15 % Alkohol zwischen PH 5 .2 und PH 4 .8, 
Erhitzen in m/5o Pyrophosphat bei PH 7.5, Erhitzen in Ammonsulfat und Fraktionieren 
zwischen S~ttignng 0.73 und S~ttigung 0.875, Erw~rmen in ammonsulfathaltigem 15 % 
Alkohol, Sguref~llung des Ferments bei PH 3.5 zur Abtrennnng der Salze als Vorberei- 
tung zur Abtrennung de~ Nucleins~uren mit Salmiridin. 

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

Das kristallisierte Protein fibersteht eine fiinft~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 Wirkungsveflust 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 phosphatfibertragenden Fermentprotein der G~rung*, das NEGELEIN ausRatten- 
muskeln ~ und KUBOWlTZ und OTT aus Menschenmuskeln s 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 
G~trungsreaktion kennt (vgl. Abb. 4 und 5). 

Die katalytische Wirksamkeit des Ferments in der Hinreaktion (Bildung von 
Adenosintriphosphat und Phosphoglyzerinsiture). 

WH = 32o ooo -Minuten.Ioo ooo g Ferment 

ist 8.8 mal gr6sser als bei der Rfiekreaktion. 
Die Riickreaktion (Bildung yon Adenosindiphosphat und Diphosphoglyzerins~iure) 

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

Nit 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), w~ihrend die- 
jenige der Diphosphoglyzerins~iure aus VerdrSmgungsversuchen indirekt erschlossen 
werden musste. Dabei zeigte sich die bemerkenswerte Tatsache, dass die beiden Nucleo- 
tide Adenosindiphosphat trod Adenosintriphosphat sich gegenseitig nicht am Ferment- 
protein verdr~ngen, obwolal sie bei der Reaktion auseinandei" entstehen. Dies gestattet 
einen ersten Einblick in den Bauder  Wirkungsstelle des Ferments (vgl. Abb. 7). 

* Reaktionsgleichung vgl. weiter  unten.  

L i t e r a t u r  S .  3 z 3  . 
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Die Gleichgewichtskonstante der phosphatiibertragenden Reaktion im Massenwir- 
kungsgesetz ist wenig pH-abh~tngig. Bei neutraler Reaktion betr~igt sie: 

Adenosindiphosphat. Diphosphoglyzerins~ure 
Adenosintriphosphat. Phosphoglyzerins~ure ~- 3" lO-4 

Neben der Phosphatbindung, die ill der G~ungsbilanz erscheint, findet bei der 
Giirung 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 von diesen wirkt in der Reaktion: 

Phosphobrenztraubens~iure + Adenosindiphosphat (IV) 
1L 

Brenztraubens~ure + Adenosintriphosphat. 

Es ist "¢on NEGELEIN 7, sowie yon KUBOWlTZ 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) 
1L 

Hexosediphosphat + Adenosindiphosphat 

und ist wie auch das bier beschriebene Ferment ein Bestandteil von NEGELEINs 2k- 
Protein 9. 

Mit der gleichen Versuchsanordnung kann ich auch die katalytische Wirksamkeit 
von MYosiN nachweisen (Abb. 9). Dies katalysiert die Reaktion: 

Adenosintriphosphat = Adenosindiphosphat + Phosphors~ure 1°. (VI) 

Mit diesen beiden Reaktionen schliesst sich der G~trungskreislauf nahezu. Ich 
konnte keinen Anhalt dafiir sehen, dass neben Adenosindiphosphat und Adenosintri- 
phosphat auch Adenyls~ture im engeren G~rungskreis eine Rolle spielt. 

2. ZUSAMMENGESETZTER OPTISCHER TEST. (ZUSAMMENWIRKEN VON OXYDIERENDEM 

UND PHOSPHAT'0BERTRAGENDEM GARUNGSFERMENT) 

Der in A.bb. I dargestellte Versuch zeigt, wie man durch das Zusammenwirken mit 
der oxydierenden Giirungsreaktion das phosphatiibertragende Ferment im optischen 
Test bestimmen kann. Dabei enthiilt die Versuchsl6sung ausser sti~chiometrischen Mengen 
der Co-Fermente beider Reaktionen die Substrate fiir die Phosphatbindung und Oxydation. 
Das Substrat der Phosphati~bertragung - -  d-I,3-Diphosphoglyzerins~ure - -  entsteht 
dagegen - -  neben gleichen Mengen lichtabsorbierenden Dihydropyridinnucleotids - -  erst 
beim Versuch nach Zugabe des oxydierenden G~trungsferments. Die zugegebene Menge 
des oxydierenden Ferments wird so reichlich bemessen, dass die Einstellung des Oxy- 
dationsgleichgewichts sehr rasctl vonstatten geht. 

Einige Minuten sp~iter erfolgt der Zusatz einer geringen, geschwindigkeitsbestim- 
menden Menge des auszutestenden phosphattibertragenden Ferments; dann wird in der 

Literatur S. 3I  3. 
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Phosphatfibertragungd-I,3-Diphosphoglyzerins~iure ~/~ 
verbraucht und zur Erhaltung des Oxydations- o.eo 
gleichgewichts unter  Bildung wachsender Mengen 
lichtabsorbierenden Dihydropyridinnucleotids nach- 
gebildet, bis sich zum Schluss ein neues Gleieh- o.5o 
gewicht einstellt, das durch die Summe der Reak- 
tionsgleichungen (II) und (III) formuliert ist. Dabei a~0 
steigt die Lichtabsorption zunachst mit konstanter, 

T A B E L L E  I 

Zusammensetzung der Testl6sung Mole/ml 

I<Na-Phosphat  . . . . . . . . . . .  
d- i ,  3 -Phosphoglycer inaldehyd . . . . .  
Diphosphopyridinnucleot id  . . . . . .  

Adenosindiphosphat ,  MgSO, . . . . .  

Glykokoll . . . . . . . . . . . . .  

5 " I O ' - 5  

8. 3 • lO-7 
4.15. io -~ 
2. 5 . i o  -7  
5 "IO--~ 

i% 

Versuchs tempera tur  25 °, pH ~ 6.9. 

dem zugegebenen phosphatiibertragenden Ferment 
proportionaler Geschwindigkeit, die zwlschen zwei 
Marken gestoppt wird. 

030 

020 

C~IO 

! 

0.72" /~.d5' 
(*,~-o.- - -  

3 2 , 

, 

/ /  
/ 

12 t6 
Minuten 

Abb, I .  Optischer Test ffir das phos- 
phatf iber t ragende Ferment .  Ordinate : 
Licht  absorpt ion bei 334 m/,. Abszisse : 
Zeit in Minuten.  Schichtdicke des 
Absorpt ionstroges:  o.495 cm. Zusam- 
mensetzung der Testl6sung siehe 

Tabelle I 

T A B E L L E  II 

Tes twer te  ffir einige Fermentpr~para te  

Fermentpr / ipara t  
Trockengewicht  
mg/ml im Test  

L e b e d e v - S a f t  . . . . . . .  . . { 
Trockenpulver  . . . . . . . .  

Kristalle . . . . . . . .  . . . 

Dialyse . . . . . . . . . . .  

i 5 6 . I o  -5 
27. io  -5 

2,I0 -5 

I • IO -5 

0.875. zo-5 

Gestoppte Zeit 
? 

log ~ o.e 4 ffir A 

in Min. 

0.55 
0.33 

o.72 
1.45 
1.64 

Wirkung 

A log 1.°/mg. Min. 
i 

47 
45 ° 

2780 
275 ° 
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 Einspanllen des Versuchstroges in einen temperierten 
Metallblock erzielt. 

Eiweisskonzentrat ion.  Bei Ammonsulfatfraktionierungen nucleins/turehaltiger Ei- 
weissl6sungen kann man die Eiweisskonzentration weder aus dean Stickstoffgehalt, noch 
durch Absorptionsmessung, noch durch das Trockengewicht bestimmen. 

Wir haben nns bei der Reinigung, solange die Fermentpfiiparate Nucleins~iure ent- 
hielten, tier nephelometrischen Methode bedient TM. Trichloressigs/iure erzeugt in L6sungen 
L i t e r a t u r  S .  313 .  
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einer bestimmten Salzkonzentration haltbare Trtibungen, die der Eiweisskonzentration 
proportional sind (TabeUe III). 

SulfosalicylsalzsAure-Triibungen sind in Gegenwar t  von Nucleins~ure ificht stabil .  Chinidin ist  
kein Fgdlungsmit tel  fiir Eiweiss, sondern  ffir Nucleinsiiuren und  dergleichen. 

T A B E L L E  I I I  

ml Prote in l6sung Nephelometerab lesung 

o.4o 15.2 
0.20 3e.o 
o . io  63.o 

Verfahren. Zu 16 ml Wasser  werden 0. 5 bis 5 mg  Pro te in  gegeben und  Ammonsu l fa t  zur  
Molarit i i t  0.o6 zugesetzt .  Nach  dem Mischen werden o.5 ml 3 tool Trichloressigs~ure e inp ipe t t i e r t  und  
mi t  Wasser  auf  20 ml aufgefiillt. Gemessen wird nach  einigen Minuten  gegen die auf  gleiche Weise 
erzeugte Trf ibung von  2 mg  Ovalbumin .  

Nach der Entfernung der Nucleins~iure haben wir die Konzentration der Ferment- 
16sungen aus der Absorption bei 280 m/, bestimmt 5. 

3" 1SOLIERUNG DES FERMENTPROTEINS 

Stiure-Fraktionierung. 1.15 Liter LEBEDEv-Saft aus 85 ° g Trockenhefe la und 2.55 
Liter Wasser (3 Stunden bei 36°) werden in Eis und Salz auf - - 2  ° abgekiihlt, unter 
Riihren 230 ml Alkohol nnd 138 ml Nucleins~nrel6sung (in IOO ml 5 g Nucleins~iure 
MERCK und 7.5 ml n NaOH) in feinem Strahl zugegeben und mit etwa 4 ° m l  2 n Essig- 
s~iure auf PH 5.2 gebracht. 

Der Niederschlag wird kalt abzentrifugiert (20 Minuten, 3o00 Touren pro Minute) 
und das Obenstetlende bei - -  2 ° mit etwa 42 cm a 2 n Essigs~iure auf PH 4.8 angesiiuert. 
Dabei fiiUt der Hauptteil der Wirkung, der kalt abzentrifugiert (2o Minuten, 3000 
Touren/Minute) und mit kaltem, 9%igem Alkohol einmal gewaschen wird. 

LSsen und Trocknen. Der Niederschlag 16st sich klar in einer kalten Mischung von 
IO ml m/2 Na~HP04, 2.0 ml 2 n NH40H und 3.0 ml m/sNa4P~O ~. Die L6sung wird 
im Vakuum der GXDE-Pumpe fiber Kieselgel eingefroren und trocknet fiber Nacht bei 
Zimmertemperatur. 

Ausbente: 11.2 g, Wirknng siehe Tabelle II. 
Das Trockenpulver beh~lt seine Wirksamkeit, wenn es bei Zimmertemperatur im 

Exsikkator aufgehoben wird. 

LSsen. 8 g Trockenpulver werden nnter Riihren und leichtem Zerdriicken mit dem 
Glasstab in einer kalten Mischung von 8 ml m/5 Na4P207 und 68 ml Wasser gel6st. 

Erhitzen auf 5 o°. Die L6sung wird im Wasserbad 20 Minuten auf 5 °0 erwiirmt, 
wobei sie erstarrt. Das volumin6se, unwirksame Koagulat wird abzentrifugiert (IO 
Minuten, 3ooo Touren/Minute), mit 73 ml kalten Wassers IO Minuten digeriert und erneut 
zentrifugiert. 
Literatur S. 313. 
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Ammonsulfatfraktionierung. L6sung und Waschwasser werden vereinigt (126 ml), 
unter Rfihren werden zugleich mit 1.2 ml 2 n Ammoniak 38 g gepulvertes Ammonsulfat 
zugegeben und - -  nach dessen vollst~tndiger L6sung - -  nach und nach 35 ml Null-Grad- 
ges~ttigter Ammonsulfatl6sung zugesetzt. 

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

Filtrieren la. Der klare 13berstand wird mit 38 g gepulverten Ammonsulfat versetzt 
und der gebildete Niederschlag unter Saugen auf der Nutsche abfiltriert (Filter SCHLEI- 
CriER und SCHt~LL, 602 h, 7 cm Durehmesser). 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~tttigter Ammonsulfatl6sung ausgespfilt und der Niederschlag mit der gleichen 
Menge gewaschen. Dauer der gesamten Prozedur I2o Minuten. 

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

Masse, die in einem weithalsigen EI~LENMEYER-K61bchen fiber Nacht im Eisschrank ver- 
bleiben kann. 

Erwarmen mit Alkohol. 3.8 g Filterkuchen werden kalt in einer Mischung von IO ml 
Wasser, 5 ml m/5 Na4P207 und einem Tropfen 2 n Ammoniak gel6st, zur kalteu L6sung 
nach und nach 7.5 ml 45 %iger Alkohol gegeben und die Mischung 16 Minuten auf 320 
erw~trmt, dann hochtourig abzentrifugiert. 

Si~uref~llung bei PH 3.5. Bei - -  4 ° wird aus der klaren L6sung das Fermentprotein 
durch Ans~tuern mit I ml 2 n Essigsiiure 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 erh~ilt man die zur Abtrennung der Nuclein- 
s~turen n6tige salzarme Proteinl6sung. 

ProtaminfallungL Zu 4.6 ml Fermentl6sung werden portionsweise etwa 7 ml 
Salmiridinl6sung (2 g Salmiridinsulfat und 3.2 ml n/Io NaOH ill I00 ml) gegeben, bis 
die L6sung nach kurzem, kaltem Zentrifugieren einigermassen klar fibersteht. Dann wird 
welter Salmiridin zugesetzt, bis die Tfipfelprobe sowohl gegelI Salmiridin als auch Nuclein- 
s~ture negativ ausfiillt. Zu der fiberstehenden, klaren L6sung werden 1.2 ml 3o Vol.- %iges 
Aluminiumhydroxyd gegeben und nach einigen Minuten abzentrifugiert (IO Minuten, 
15o0o Touren). 

Ausfallen und Filtrieren. 16 ml Proteinl6sung werden mit 4.o ml m/5 Na~P207 und 
einer Mischung von 30 ml ges~ittigter Ammonsulfatl6sung mit 8.5 g festen Ammon~ulfats 
- -  durch Evakuieren gasfrei gemacht - -  langsam in der K~ilte versetzt und abfiltriert 
(Filter: SCHLEICHER und SCHt~LL, 602 h, 5 cm Durchmesser) : 1.5 g fester Filterkuchen. 

Kristallisation. 1.5 g Filterkuchen werden ill 4 ml folgender Mischung zerteilt und 
in den Eisschrank gestellt: 6 ml ges~tttigte Ammonsulfatl6sung, 2 nfi m/5 Na4P20 v 
o.17 ml 2 n Ammoniak, mit Wasser auf IO ml aufgeffillt. 

L i t e r a t u r  S .  3 1 3  • 
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Am n~ichsten Morgen zeigen sich neben Amorphem grosse Mengen unspezifisch 
wetzsteinf6rmiger Kristalle (Abb. 2). Beides verschwindet bei weiterem Stehen zugun- 
sten rechteckiger Tafeln, St~tbchen und Quader. Nach 4 Tagen wird abzentrifugiert und 
mit 2.5 ml obiger Misehung gewaschen. In der gleiehen Mischung suspendiert sind die 
Kristalle ohne Wirkungsveflust im Eissctlrank haltbar. 

Zur Umkristallisation wird durch Zusatz yon Wasser gel6st und Ammonsulfat bis 
zur Trfibe zugesetzt. Die Kristallisation setzt sofort ein und wird durch Verweilen im 
Eisschrank vollst~ndig. Durch wiederholte Umkristallisation steigt weder die Wirkung 
noch der Quotient der Absorptionskoeffizienten bei 280 und 260 m/x 5. 

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

Abb. 2 und  3. Kristalle des phospha t f iber t ragenden  Ferments  

Ausbeute. Nach der Wirkung (Tabelle II) betr~igt der Anteil des phosphattiber- 
tragenden Ferments am Trockengewicht des LEBEI)Ev-Saftes (140 mg/ml) 1.7 % (o.2 % 
vom Lebendgewicht frischer Hefe). 

Aus 800 ml LEBEDEv-Saft, entsprechend 1. 9 g phosphatfibertragenden Ferments, 
haben wir 265 mg Fermentkristalle erhalten; die Ausbeute betrltgt danach 14 %. 

T A B E L L E I V  

Gesamt-  
volumen 

ml 

Kristallsuspension . . 5.3 
Waschwasser . . . .  2,5 
Mutterlauge . . . . .  4 

Ferment -  
gehalt 
mg/ml 

8o 
8.6 

16.6 

fl28o m# 
fl26o m/z 

1.63 
1.46 
1.53 

Dialyse. Die fiinft~igige Dialyse des kristallisierten Ferments gegen fliessendes 
Wasser geschieht ohne Wirkungsverlust. 
Li tera tur  S. 3~3. 
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2.o ml Kristallsuspension (16o rag) werden abzentrifugiert, in o.2 ml m/6 Pyro- 
phosphatpuffer PH 7.6 gel6st, mit Wasser auf 2.0 ml verdfinnt und im dtinnen Cello- 
phanschlauch bei o ° unter Riitlren 5~ 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 his zur Gewichtskonstanz), 43.5 mg/ml (60 ° 

im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz). 

Wirkung siehe TabeUe II. 

4. ANALYSE DES DIALYSIERTEN FERMENTS (W.  Li)TTGENS) 

4.615 mg, 9.I24 nag CO2, 2.977 mg H~O, o2ooo mg Asche, 
5.4o4 rag, o.795 ml N 2 (21.5 ° , 756 m m  Hg), 
27.75 rag, o.63o mg BaSOl.  
C = 53.92 % ;  H = 7.22 % ;  N = 16.96 % ;  S = o .312% (32 g S i n  IO.OOO g Ferment ) .  

Ein Phosphorgehalt (Pyrophosphat) von o.2I %, der bei der Dialyse in salzfreier 
L6sung hartn~tckig haften blieb, konnte durch viermaliges Waschen der Fermentkristalle 
mit 0.7 ml ges~ittigter Ammonsulfatl6sung, die m/3o ammoniakalisch war, auf o.ooi % 
r~dt~zie~t '~verden. Wirkung und Quotient der Absorptionskoeffizienten bei 280 und 
260 mtz wurden durch die Waschung nicht veriindert. 

5" ABSORPTIONSSPEKTRUM 

In TabeLle V sind die Absorptionskoeffizienten des dialysierten Ferments und die 
Quotienten der Absorptionskoeffizienten bei 28o m/~ und den anderen Wellenl~ingen ein- 
getragen. Zum Vergleich sind die entsprechenden Daten fiir das oxydierende G~trungs- 
ferment 5 und ffir Edestin (eigene Messung) gegenfibergestellt. 

Die Gegeniiberstellung zeigt, dass auch im vorliegenden Falle die Absorption den 
Aminos~uren Tyrosin und Tryptophan zuzuschreiben ist x~, doch enth~ilt das Ferment 
nur halb soviel an diesen Aminos~turen, wie die meisten Eiweissk6rper. 

T A B E L L E  V 

K o n z e n t r a t i o n  o.787 g/rnl, Schichtdicke des Absorpt ions t roges  o.495 cm 

Phosphat f iber  t ragendes  Oxydierendes  
Wellen- G~irungsferment G~irungsferment Edes t in  (in mol NaC1) 

l~hlge 

m/z 

24 ° 
250 
260 
27 ° 
280 
290 

fl~ 8280 
qcm/mg  8X 

1.85 0.63 
o.55 2.1o 
o.72 1.62 
I.OI 1.15 
1.16 I.OO 
o.7o 1.66 

82 8280 
qcm/mg  8~ 

3.65 o.59 
1.o5 2.05 
1.22 1.77 
1.83 1.18 
2.16 I.OO 
1.42 1.53 

82 
qcm/mg 

2.91 
O.9O 
1.18 
1.7o 
1.97 
1.25 

fl28o 
8~ 

0.68 
2.29 
1.67 
1.16 
1.00 

1.57 

Literatur S. 313. 
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6. UMSATZ DER PHOSPHAT/3BERTRAGENDEN REAKTION 

Zeicheeerkl/~rung: Konzentrat ion (Mole/ml) an:  
y Diphosphopyridinnucleotid, R d-r, 3-Diphosphoglycerins/iure, 
y'  Dihydrodiphosphopyridinnucleotid, F d-3-Phosphoglycerinaldehyd (FISCHER-Ester), 
a Adenosindiphosphat, N d-3-Phosphoglycerins/iure (NILsSoN-Ester). 
a '  Adenosintriphosphat, 

Die Indizes o t, oo deuten auf die Zeiten Null (Oxydatior~sgleichgewicht, Zugabe phosphatiiber- 
t ragenden Ferments), t u n d  , ,unendlich" (Endgleichgewicht) hin. 

Die im Test gemessene Dihydropyridinbildung ist nieht gleich der umgesetzten 
1,3-Diphosphoglyzerins~iure, doch kann letztere errechnet werden, wenn man die Gleieh- 
gewichtskonstante der Oxydationsreaktion kennt. 

/ 

' '-I f 
0 2 4 6 8 tO 12 0 2 ,1 O 8 tO 12 

Minuten 

Abb. 4 und 5. Umsatz der phosphatfibertragenden Reaktion aus dem optischen Test. Versuchsbe- 
dingungen siehe Abb. I und Tabelle I. Berechnung yon Rt nach Gleichung (2) IK~' = 68.2). 

Vgh auch Tabelle VI 

Bei den verschiedensten Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer bleibt bei kon- 
stanter Phosphatkonzentration und konstantem PH (Bedingungen, die bei unseren Ver- 
suchen gegeben sind) der Quotient 

d-3-Phosphogly zerinaldehyd • Pyridinnucleotid 
I ~  = ( I )  

d-I,3-Diphosphoglyzerins~ure. Dihydropyridinnucleotid 
konstant. 

Wegen der bedeutenden pt_I-Abh/ingigkeit wird Kv fiir jeden Versuch aus Y0, Fo, Y 'o ,  Ro errechnet 

Gleictmng (i) gibt fiir die zur Zeit t in der Versuchsl6sung tats~chlich vorhandene 
Diphosphoglyzerins~ure 

~t '  F t  
t~ t - -  (2) 

Yt'" K~' 

Die zur gleichen Zeit bereits in Reaktion getretene DiphosphoglyzerinsRure ist, wie 
Abb. 4 veranschaulicht, 

- -  ,4 Rt  ~_ y ' t - -  R t ,  (3) 

da bei der oxydierenden Reaktion gleiche Mengen y' und R gebildet werden. 
Da bei der Phosphatfibertragnng gleiche Mengen Diphosphoglyzerinsiiure und 

Adenosindiphosphat schwinden, ist weiterhin 

- -  A R t  = s 0  - -  s t  = ~ ' t  = N t .  (4)  

Tabelle VI zeigt einen Versuch, der auI diese Weise ausgerechnet wurde. 
L i t e r a t u r  S .  3 z 3  . 
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I n  de r  l e t z t e n  S pa l t e  de r  Tabe l l e  VI  wi rd  geze ig t ,  d a s s  die  R e a k t i o n  f a s t  b is  z u m  G l e i c h g e w i c h t  
n a c h  de r  e r s t e n  O r d n u n g  a b l g u f t .  E i n e  E r s c h e i n u n g ,  bei  de r  m e h r e r e  F a k t o r e n  - -  V e r d r g n g u n g e n  u n d  
D i s s o z i a t i o n e n  - -  z u s a m m e n w i r k e n ,  d ie  zu r  B e s t i m m u n g  de r  A n f a n g s g e s c h w i n d i g k e i t  a u s g e n u t z t  
w u r d e ,  d e n n  es i s t  bei  R e a k t i o n e n ,  die  in e r s t e r  O r d n u n g  e i n e m  G l e i c h g e w i c h t  z u s t r e b e n ,  a l l g e m e i n  

V t = k (C t - -  Co~) 

in u n s e r e m  Fa l le  d ie  A n f a n g s g e s c h w i n d i g k e i t  

vo= k ( a o - - a ~ ) .  

T A B E L L E  VI  

V E R S U C H  D E R  A B B .  3 UND 4 

Ze i t  in  M i n u t e n ;  K o n z e n t r a t i o n e n  in M o l e / m l  lOS; V e r s u c h s a n s a t z  s i e h e  Tabe l l e  I ;  PH = 6.86;  
V e r s u c h s t e m p e r a t u r  25 ° ; z u r  Ze i t  o w u r d e n  2. io  - 5  m g / m l  p h o s p h a t i i b e r t r a g e n d e s  F e r m e n t  z u g e s e t z t  

K 7 = 7 ' o ' F o  = 68.2 
Yo" R0 

O 

I 

2 

3 
4 
6 

7 
12 
OG 

.~ / t  

4.48 
6.12 
8.00 
9.9 

11. 5 
14.3 
15.7 
19-3 
24.1 

F t  = ~ ' t  

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

17.4 

R t  - - z J R  t = a  o - a  t = a '  t = N  t k =  I in _ 
t (~t - -  (2oo 

(2 t - -  (2oo 

23.9 
2 0 . 8  

17.96 
15.5 
13.5 
lO. 3 

8.9 
4.9 
O 

4.48 
3.Ol 
2.o6 
1.5 
i . i  
0. 7 
0.6 
0. 3 
o.18 

O 

3.11 
5.94 
8. 4 

lO. 4 
13.6 
15.o 
I9.O 
23.9 

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

k = o . i 4 2 / M i n .  
v 0 = 23 .9 .o .142  

Mole 
= 3.4"IO-S m l M i n .  

Abb .  6. V e r s u c h s a n s a t z  (Mole/m1) : A d e n o s i n t r i -  
p h o s h a t  1 .85.  lO - 7  d - 3 - P h o s p h o g l y z e r i n s S - u r e  
1.85.  Io  -7 ,  MgSO4 5" IO-e, D i h y d r o p y r i d i n n u c l e -  
o t i d  2 . 4 . 1 o  -7 ,  N a H C O 8  1 . 7 5 . I o  -5,  G lykoko l l  
8 m g / m ] ,  C y s t e i n  2 . 1 o  -~  ( u n t e r e  K u r v e ) ,  ges/~t- 
t i g t  m i t  iO~o CO 2 in  Ar,  pH = 6.9, V e r s u c h s -  

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

L i t e r a t u r  S .  3 1 3  . 

7. R/)CKREAKTION 

Wie MEYERHOF und Mitarbeiter 4 gezeigt haben, ist die Bilanzreaktion 

d - 3 - P h o s p h o g l y z e r i n a l d e h y d  + P h o s p h a t  + 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  

d - 3 - P h o s p h o g l y z e r i n s ~ . u r e  + D i h y d r o p y r i d i n n u c l e o t i d  4- A d e n o s i n t r i p h o s t S h a t  

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

0.7  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

0.0 . . . .  

0.5 - ,~ _ 6~A---~ 

0 2 5 6 7 8 
Minuten 
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gewichts vonde r  Rfickseite her - -  durch Messung der abnehmenden Lichtabsorption 
bei schwindendem Dihydropyridinnucleotid - -  verfolgen kann. 

Durch Zusatz yon Cystein kann man eins der Reaktionsprodukte - -  d-3-Phospho- 
glycerinaldehyd - -  abfangen; dadurch wird die oxydierende Rfickreaktion irreversibel. 
Dann l~iuft die Reaktion nach Zusatz der Fermente bis zum Verbraueh eines der Sub- 
strate, und der gemessene Umsatz an Dihydropyridinnucleotid ist gleich dem Umsatz 
der phosphattibertragenden Reaktion (Abb. 6, untere Kurve). 

In Gegenwar t  yon Cystein kann die Reak t ion  zur  UV-kolor i lnetr ischen B e s t i m m u n g  von 
Adenos in t r i phospha t  und  d-3-Phosphoglyzer insgure  b e n u t z t  werden.  

8. KATALYTISCHE WIRKSAMKEIT DES PHOSPHATUBERTRAGENDEN FERMENTS 

Im Versuch der Tabelle VI bewirken 2. IO -s g phosphattibertragenden Ferments 
bei 25 ° einen Umsatz yon 3.4" IO-8 Mole/Min. Wie sp~tter gezeigt wird (Tabelle IX), ist 
das Ferment in diesem Versuch an Magnesium lmd Substrat ges~ittigt, an Adenosin- 
diphosphat o.54 ges~tttigt. Aus diesen Daten errechnet sich die katalytische Wirksamkeit: 

3.4" lO-8' lO5 Mole 
Wh ---- ---- 320 ooo 

0.54" 2. IO -s Minuten. ioo ooo g Ferment .  

Die katalytische Wirksamkeit des Ferments in der Ri2ckreaktion errechnet man aus den 
I)aten der ~abeIle X. 2. lO -7 g Ferment bringen bei voller S~ttigung mit Substrat und 
Co-Ferment der Riickreaktion einen Umsatz von 7.2. IO -s Mol/Min zustande. Danach 
ist die katalytische Wirksamkeit bei der Rfickreaktion 

7.2. IO -s" lO 5 Mole 
Wr - -  - -  36000 

2. IO -7 Minuten. IOO ooo g Ferment 

8.8 real kleiner als bei der Hinreaktion. 

9" GLEICHGEWICHTSKONSTANTEN DER FERMENTDISSOZIATIONEN 

Mit dem Protein des wirkenden phosphattibertragenden Ferments sind fiinf ver- 
schiedene Substanzen dissoziierend verbunden: Adenosinphosphat, Adenosintriphosphat, 
d-I,3-Diphosphoglyzerins~iure, d-3-Phosphoglyzerins~iure und Magnesium. 

Vier der Dissoziationskonstanten konnten auf dem fiblichen Wege - -  Messung der 
Wirkung bei variierter Konzentration eines Reaktionsteilnehmers - -  bestimmt werden. 
d-I,3-Diphosphoglyzerins~iure wird so lest gebunden, dass das Ferment bei allen im 
Versuch In6glichen Konzentrationen an ihr ges~ittigt ist. Doch wird sie durch das Sub- 
strat der Gegenseite, d-3-Phosphoglyzerins~ure, verdr~kngt und aus dem Verdr~ngungs- 
grad l~sst sich die Dissoziationskonstante errechnen. 

T A B E L L E  VII  

Gle ichgewich t skons tan ten  der Fe rmen td i s soz ia t ionen  

Adenosin d iphospha t  . . . . . . . . .  
Adenos in t r iphospha t  . . . . . . . . .  
d-I ,  3-Diphosphoglyzerins~,ure . . . . .  
d-3-Phosphoglyzerins~iure . . . . . .  
Magnes ium . . . . . . . . . . . . .  

D 1 = 2 • I O  - ?  Mole/ml 
D 2 = I . I .  I O  - 7  , ,  

D a = 1.8. IO -9 ,, 
D 4 = 2 • 10 -7 , ,  

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

Li tera tur  S. 313. 
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Adenosindiphosphat. Fermentproteid 

a. D1 = wirkendes Ferment 

Ffir die ]3est immung dieser K o n s t a n t e  is t  die hohe Fes t igkei t  der  Diphosphoglyzerins~iure- 
P ro t e idb indung  ein giinstiger Ums tand ,  da be im zusammengese tz ten  Tes t  die Konzen t r a t i on  der  
Diphosphoglyzerins~iure gering ist. Tabelle  V I I I  zeigt, dass bei zwei verschiedenen geringen Diphos-  
phoglyzer ins~turekonzentra t ionen un t e r  sonst  gleichen Bedingungen die Fe rmen twi rkung  kons t an t  
bleibt ,  das F e r m e n t  also gesAttigt ist. 

T A B E L L E  V I I I  
Versuch I : 4.15. lO - 7  Mole/ml Pyr id innuc leo t id .  Versuch 2 : 1. 5. IO -~  Mole pro ml Pyric[innucleotid.  

IIn Obrigen Ansa tz  tier Tabelle  I. PH 6.82 

d- i ,3 -Diphospho-  
glyzerins~iure 

Mole/ml 

0.455 • lO -7 
0.275. lO -7  

V 
Mole/ml/Min.  

0.362. lO -7  
0.364 • lO -7  

Tabelle IX zeigt die Anfangsgeschwindigkeiten V der phosphafiibertragenden 
Reaktion bei verschiedenen Anfangskonzentrationen an Adenosindiphosphat a, bei 
S~ittigung des Fermentproteids mit Magnesium und Substrat. 

T A B E L L E  I X  

Ausser den wechselIxden, in  Spalte  2 angegebenen  Adenos ind iphospha tkonzen t r a t i onen  : Zusammen-  
se tzung der  Tabelle  I. - -  Versuch 2 is t  der  Gleiche wie in Tabelle VI  

Adenos ind iphospha t  

a 
lO s Mole/ml 

IO. 7 
25.o 
50.0 
98 

V 
xo s Mole/ml/Min.  

2 . I 8  

3.43 
4.6o 
5.25 

Mit te l  : 

q a -  qb 
Vcx~ - -  (~a ab 

V a V b 

lO s Mole/ml/Min. 

I . 7 )  I5 .9  }6o i64 
Mole 6.3. IO - s - -  

ml Min. 

Voo V a aa 
D 1 --  Va 

lO 7 Mole/ml 

2.0 
2.1 
1.8 
2.0 

I O - - 7 ~  ° l e  D~ = 2. ml  

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 Z P ist, 27 P - -  P V~  - -  V 

D1- -  S P  a =  ~ a, 

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

V o o  - -  - - - -  

Li tera tur  S.  313. 

a a - -  a b 

a a  a b  

Va Vb 
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Die Bindungsfestigkeit des Adenosindiphosphats am phosphatfibertragenden 
Ferment 

D 1 = 2 - Io  -~ Mole/ml 

ist 6 mal geringer als die des Pyridinnucleotids am oxydierenden Ferment, 4o real 

geringer als die des Dihydrop  ridinnncleotids am reduzierenden G~trungsferment der 
Muskeln und Tnmoren. 

Adenosintriphosphat.  Fermentproteid 

b. D2 = wirkendes Ferment 

Tabelle X zeigt die Anfangsgeschwindigkeiten V der phosphattibertragenden 
Rfickreaktion bei verschiedenen Anfangskonzentrationen an 

TABELLE X 

Versuchsansatz (Mole/ml): Adenosintr iphosphat:  wechselnde Mengen (Spalte 2), d-3-Phosphogly- 
zerinsgure 5" lO-6, MgSO4 5" lO-6, Dhydropyrridinnucleotid 2, 4. io -~, NaHCO a 1.75- lO-5, Cystein 
2. lO -5, Glykokoll 8 mg/ml, ges~ttigt mit  lO% CO 2 in At. PH = 6.9. o.I nlg/ml oxydierendes Ggrungs- 

ferment, 2.o. lO -4 mg/ml phosphatfibertragendes G~trungsferment. Versuchstemperatur 25 ° 

Adenosin- 
t r iphosphat  

a '  

I o s • Mole 
ml 

7.85 
15.7 
31.4 
62.8 

V 

108. Mole 
ml Min. 

2.96 
4.32 
5.36 
6.2 

r 
q a - - a b  

gob O - -  • • 

a a a b 

V a V b 

lO 8. Mole 
ml Min. 

Mittel:  

I 7.33 I I 7.4 ° 7.28 7.38 

Mole 
7.34" IO--S 1Tll Min. 

Voo - - V  
D2 V a' 

i oS. Mole 
ml 

11.6  
I I . O  

11. 4 
11.6 

I-I4" iO_8 Mole 
ml 

Adenosintriphosphat a'. In allen Versnchen ist das Ferment an Substrat und Magnesium 
ges~ittigt. Die kinetisch begtinstigte Hinreaktion wurde durch Zusatz von Cystein unter- 
bunden. 

Die durch den Cysteinzusatz erzeugte Irreversibilit/it der Oxydationsreaktioi1 verhindert  zudenl 
die Anspeicherung yon 1,3-DiphosphoglyzerirtsS, ure, die Adenosintriphosphat vom Ferment  zu ver- 
dr/ingen vermag (siehe Seite 306). 

Die Bindungsfestigkeit des Adenosintriphosphats am phosphatiibertragenden 
Ferment 

I)e = I .I .IO -7 Mole/ml 

ist nahezn doppelt so gross wie die des Adenosindiphosphats. 

d-3-Phosphoglyzerins~ture • Fermentproteid 
e. D~ = wirkendes Ferment 

Tabelle XI zeigt Versuche, analog denjenigen des vorigen Abschnitts, mit verschie- 
Li tera tur  S. 3~3. 
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d e n e n  A n f a n g s k o n z e n t r a t i o n e n  a n  d-3-PhosphoglTy zerins~itlre. D a r a u s  be rechne t  sich die 

B indungs fe s t i gke i t  der  d-3-Phosphoglyzer ins~iure  

D~ = 2.0. IO -v  Mole/ml  

TABELLE XI 

Versuchsansatz: 62.7. IO -s mole/ml Adenosintriphosphat, wechselnde Mengen d-3-Phosphoglyzerin- 
s~ure (Spalte 2), sonst wie in Tabelle X 

d-3-Phospho- 
glyzerins~ure = N 

lO s. Mole 
ml 

18.5 
67.8 

37 ° 

V 

Mole 
10  8 . . . .  

ml Min. 

V o o  - -  N a  - -  N b  

N a N b 

V a V b 

I o s. Mole/ml/Min. 

2.2 3 
360 } } 4.67 4.s4 
4.33 4"25 

Mittel : 4.58. i o -s  - -  

V o o  - -  V 
D4 V N 

I o s. Mole 
ml 

19.5 
I8. 4 
21. 4 

Mole 
ml Min. 

Mole 
2 . 0 .  IO _ 7  - -  

ml 

M a g n e s i u m .  F e r m e n t p r o t e i d  

d. D5 = wi rkendes  F e r m e n t  " 

1931 e n t d e c k t e  K.  LOHMANN die komplexe  N a t u r  der  Coxymase  von  HARDEN, als 

deren  e inen  Bes t and t e i l  er  Magnes ium e r k a n n t  h a t t e l L  Sei ther  ha t  m a n  auch  das  

, ,G~irungsferment" ,  die Zymase ,  in  eine Vielzahl  yon  F e r m e n t i n d i v i d u e n  aufgespa l ten .  

Mehrere dieser  F e r m e n t e  shad Magnes iumfe rmen te ,  z.B. die Enolase  16 u n d  das in  dieser 

Arbe i t  beschr i ebene  phospha t i i be r t r a ge nde  F e r m e n t .  

TA]3ELLE X I I  

Ansatz: 62. 7. lO -8 mole#nl Adenosintriphosphat, wechselnde Mengen der Spalte 2 Magnesium, sonst 
wie Tabelle X 

M g ' "  

lO s. Mole 
ml 

488.0 
77.5 
15.2 
3.16 
o 

V 

lO 8. Mole 
ml Min. 

8.O 
8.0 } = Voc 

4.33 
2.04 
1 .2  

V o o  - -  V 
Dz ~- V Mg" 

lO 8. Mole 
ml 

24 
27 

Mole Mittel : 2.5. IO - ~ -  
ml 

Wie bei  der Enolase ,  k a n n  auch  hier  M a n g a n  in  seiner  zweiwert igen F o r m  Mag- 

n e s i u m  ve r t r e t en ,  es ist in  k le inen  K o n z e n t r a t i o n e n  5 ma l  wirksamer ,  well es vom 

F e r m e n t  fester  g e b u n d e n  wird.  

Literatur S. 3:~3. 
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Wegen der verdr~ngenden Wirkung von Phosphat wurde die Bindungsfestigkeit des 
Magnesiums in der phosphatiibertragenden Riickreaktion - -  analog den Versuchen der 
vorigen beiden Abschnitte - -  bestimmt. Tabelle XII zeigt die Versuche. 

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

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

Die Bindungsfestigkeit des Magnesiums am phosphatiibertragenden Ferment 

Mole 
D 5 = 2. 5- 10 - 7 -  

ml 

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

Um einen 13berblick fiber den Zustand des phosphatfibertragenden Ferments in der 
lebenden ZeUe zu bekommen, haben wir (gemeinsam mit W. LtiTTGENS) den Magnesium- 
und Mangangehalt yon frischer, gewaschener B~ckerhefe bestimmt. Wit fanden in I g 
Frischhefe (Trockengewicht 0.25 g, Asche o.o18 g) o.615 mg Magnesium und 0.o024 mg 
Mangan. Demnach ist das Magnesium in der Zellflfissigkeit maximal m/2o. Schon bei 
gr6ssenordnungsm~issig geringeren Magnesiumkonzentrationen ist das phosphatfiber- 
tragende Ferment an Magnesium ges~ttigt. Der Mangangehalt ist zu gering, um trotz 
h6herer Bindungsfestigkeit konkurrieren zu k6nnen. 

e. Gegenseitige Verdrangung der wirkenden Substanzen; Gleichgewichtskonsiante der Diphos- 
phoglyzerinsauredissoziation 

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

Konkurrieren zwei Substanzen mit den Konzentrationen c undc ' ,  den Dissozia- 
tionskonstanten D und D', um eine Wirkungsstelle des Fermentproteins, dann ist nach 
dem Massenwirkungsgesetz die Verteilung des gesamten Fermentproteins 27 P zwischen 
freiem Protein p und den mit einer der beiden Substanzen verbundenen Anteilen P 
und P' dutch das System der folgenden drei Gleichungen mit drei Unbekannten gegeben: 

c . p - -  D.P ----o ! 
• D ' . P '  - - - -  . c' p - -  o (1) 

p+P+P'=27P 

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

2 P  
P =  

I + c I +  ~ 
L i t e ~ a t u ~  S .  3 z 3  . 
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Der mit der gleichen Substanz verbundene Anteil des Fermentproteins in Abwesenheit 
der konkurrierenden Substanz Po ist [c' = o]" 

Po -- - -  
2 :P 

D (2a) 
I + - -  

C 

Bezeictmen wit mit V o die Reaktionsgeschwindigkeit in Abwesenheit der konkurrieren- 
dell Substanz, mit V die Reaktionsgeschwindigkeit im gleichen System jedoch in Gegen- 
wart der konkurrierenden Substanz, dann ist 

und 

V 

Vo 

D 
I +  u 

c o(c) 
I + -  c I+5  

a t 

m 

C D' 
- -  - -  I °  

D V 0 
- - - - I  

V 

(3) 

Die Tabelle Xl I I  zeigt - -  durch die Quotienten V/Vo ausgedriickt - -  die Verminde- 
rung der Anfangsgeschwindigkeit der phosphatiibertragenden ,,Hin"-Reaktion dutch 
die Teilnehmer der ,,Rtick"-Reaktion. 

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

T A B E L L E  X l I I  

Ver suchsansa t z :  ausser  den in Spal te  3 und  5 angegebenen  Zus~itzen wie in Tabelle I. Versuchs-  
durchf i ih rung  wie Abb. 4 und  5 ; Versuch  o ist  der Gleiehe wie in Abb. 4 und  5 (Tabelle VI) 

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

i e  s- Mole lO s. Mole 
ml ml 

25 

25 

25 

25 

63 

O 

62 

d- I ,3 -Diphospho-  
glyzerins~iure 

10 8. Mole 
ml  

4-5 

4 . 0  

4.6 

4.2 

d-3-Phospho-  
glyzerins~ure 

x o s ' Mole 

ml 

0 

58 

422 

V0 = 3.4" I ° S - -  

V~c 1.8 4 
vo 
V1 _ 0.8 3 
Vo 
V~ = 0"90 
v0 

V'z _ o.4i 
v0 

Mole 
ml Min, 

gungseffekt. Bei Versuch 3 kommt dagegen zur Verminderung der Geschwindigkeit 
durch Verdr~ngung noch diejenige dutch die mit der Fermentzugabe einsetzende Rfick- 

Literatur S. 313. 

[243] 



308  TH. BtiCHER VOI.. 1 (1947) 

IV < VlWr Vo ~ Voeingesetztwerdendarf (Wr/Wh = o.II" alas 

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

phosphat durch Adenosintriphosphat. Bei Konkurrenz der beiden Substanzen um die 
gleiche Wirkungsstelle sollte der Zusatz der 2.5 facl en Menge Adenosintriphosphat 
V/Vo = 0.3, d. h. eine Hemmung um 7 ° % ergeben. Gefunden wnrde jedoch V1/Vo = 
= o.83, also eine Hemmung um 17 %. Danach muss die von Adenosintriphosphat ver- 
dr~ingte Substanz wesentlichfester an das Protein gebunden sein als Adenosindiphosphat. 
Nach Gleichung (3) errechnet man 

e 
- -  25. 

D 

Man ist versucht, hier die Konzentration der Diphosphoglycerins~iure einzusetzen und 
erhlilt dann 

Mole 
D 3 = 1.6. lO -9 

ml 

Versuch 2 zeigt, dass auch der andere Teilnehmer der Rtickreaktion - -  d-3-Phos- 
phog!yzerins~iure - -  nicht mit Adenosindiphosphat konkurriert. Wir errechnen, unter 
Einsatz der im vorigen Abschnitt bestimmten Dissoziationskonstante der d-3-Phospho- 
glyzerins~iure, ftir die verddingte Substanz wiederum 

e 
- - = 2 5  
D 

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

D3 = 1.8. lO .9 Mole. 
ml 

VdV 0 in Versuch 3 muss, bevor wi res  in die Gleichung einsetzen k6nnen, eine 
Korrektur fiir die Riickreaktion erfahren. Es ist nach dem oben Gesagten 

V '  3 V 3 + o . 1 6 . V  o 

V0 Vo 
= 0.57. 

Unter Vernachlftssigung des - -  gegen die eingesetzte Phosphoglyzerinsiiure geringen - -  
Adenosintriphosphatzusatzes errechnet man ftir die verdr~ngte Substanz 

c 
- -  27 

D 

und bei Einsatz der Diphosphoglyzerinsiiurekonzentration 

D~ = 1.5- lO-9 Mole. 
, ml 

Die Ubereinstimmung der Werte fiir Ds, die man aus den drei verschieden angelegten 
Verdr~tngungsversuchen erh~ilt, ist eine Reehtfertigung des eingesehlagenen Verfahrens 

L i l e r a t u r  S .  3 1 3  . 
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und der Uberlegung auf der es beruht. Sie ftihrt zu dem iiberraschenden Scl luss, dass 
beide Reaktionsteilnehmer der Rfickreaktion auf einen Teilnehmer der Hinreaktion ver- 
dr~ingend wirken. 

Das Schema der Abbildung 7, in dem angenommen ist, dass dem Fermentprotein 

NH2"C#,H~ Cs~ O, PO# PO~H2 

2 ~  /-120 ~ . . . . . . . .  " 

cH~ 
3 ~  H203P-O HO-C-C-C-O-PO3H2 ~ 3 

OH 

Abb.  7. 

drei Wirkungsstellen zu eigen sind, deren zwei die Phosphatgruppen der Diphospho- 
glyzerinsiiure besetzen, deutet an, wie man diesen Befund m6glichenweise deuten kann. 

I 0 .  GLEICHGEWICHTSKONSTANTE D E R  PHOSPHAT/JBERTRAGENDEN REAKTION 

L~tsst man die Reaktionen, deren Anfangszust/inde in Tabelle XIII  eingetragen 
sind, ablaufen, dann findet man im Gleichgewicht die in Tabelle XIV eingetragenen 
Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer. Aus diesen ergibt sich die Gleichgewichts- 
konstante der phosphatfibertragenden G/irungsreaktion: 

Adenosindiphosphat. d-I, 3-DiphosphoglyzerinsAure = 3" IO-~. 
Adenosintriphosphat. d-3-Phosphoglyzerins~ture 

T A B E L L E  X l V  

G l e i c h g e w i c h t s z u s t a n d  d e r  Ans / i t z e  de r  Tabe l l e  X I I I  

A d e n o s i n - I  
d i p h o s p h a t  

i o  s • Mole 
m l  

I . I  
2.8 
2,4 

I2 .3  

A d e n o s i n -  
t r i p h o s p h a t  

i o  s. Mole 
m l  

23.9 
85.4 
24.2 
73.8 

d-  I,  3 - D i p h o s p h o -  
g lyze r ins / iu re  

lO s. Mole 
ml  

o.18 
o.21 
0.24 
0.78 

d - 3 - P h o s p h o -  
glyzer ins/~ure  

I o s. Mole 
ml  

23.9 
22. 4 
81.2 

434 

M i t t e l  : 

K = 

A d e n o s i n -  • D i p h o s p h o -  
d i p h o s p h a t  g lyze r ins / iu re  

A d e n o s i n -  • P h o s p h o -  
t r i p h o s p h a t  g l y z e r i n s ~ u r e  

3 . 5 "  l O  ..4 
3 . 1 .  l O  - 4  

2.9.  lO -4  
3.0. lO--4 

K = 3.I. IO -4 

Beim gleichem PH 6-9 betr~igt die Gleichgewichtskonstante der phosphatbindenden und 
Oxydationsreaktion der G~irung, wie demn~tchst ausfiihrlich mitgeteilt wird: 

L i t e r a t u r  S .  3 z 3  . 
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Phosphat • d-3-Phosphoglyzerinaldehyd-Diphosphopyridinnucleotid 

d-I,3-Diphosphoglyzerins~iure- Dihydrophosphopyridinnucleotid 

Mole Phosphat 
= 4 . io  -~ 

ml 

Durch Multiplikation der beiden Konstanten erh~ilt man die Konstante der Bilanz- 
reaktioil (bei PH 6"9)" 

Adenosindiphosphat. Phosphat. Phosphoglyzerinaldehyd. Pyridinnueleotid 

Adenosintriphosphat. Phosphoglyzerins~iure. Dihydropyidinnucleotid 

Mole Phosphat 
= 1.2 .  IO - 6  

ml 

Setzt man den Phosphatgehalt im Zellsaft lebender Hefe mit 4" lO-5 Mole/ml, dann 
bekommt man 

Adenosindiphosphat. Phosphoglyzerinaldehyd • Pyridinnueleotid 

Adenosintriphosphat • PhosphoglyzerinsXure. Dihydropyridinnucleotid 

= 3 . I 0  -2. 

Die Konstante der phosphatiibertragenden Reaktion ist wenig pH-abh~ingig, die Kon- 
stante der phosphatbindenden und oxydierenden Reaktion dagegen ~indert sich assuer- 
ordentlictl mit dem PH. Daher errechnet mail fiir die Konstante der Bilanzreaktion bei 
PH 7.4 einen wesentlich geringeren Wert als bei PH 6.9, n~mlich 3' lO-7 Mole Phosphat/ml. 

Wie N~GELI~IN und BR6MXL gefunden haben  B zerffillt Diphosphogtyzerins~iure von selbst  mi t  
erhebl icher  Geschwindigkei t  (Halbwertzei t  2 7 Minuten)  in Phosphoglyzerins/ iure und  Phospha t .  Da 
die phosphatbindende Reaktion zugleich die energieliefernde Reaklion tier Muskelkontrakt ion ist, wiirde 
der  Selbstzerfall  der  Diphosphoglyzerins~Lure einen Verlust  ftir die lebende Zelle darstel len.  Dieser 
Verlust  wird d u t c h  das Zusammenwirken  zweier verschiedener  Umst~nde  vermieden :  

Ers tens  l iegen - -  wie Tabelle X I I I  zeigt - -  die Gleichgewichte  der  Diphosphoglyzerins~iure 
erzeugenden und  ve rb rauchenden  Reac t ionen  beide im Sinne sehr geringer s tat ionXrer  Diphospho-  
g lyze r insaurekonzen t ra t iom 

Zweiter, s is t  das P r oduc t  aus K o n z e n t r a t i o n  und  W i r k s a m k e i t  des Disphosphoglyzerins~Lure 
ve rb rauchenden  phospha t t ibe r t r agenden  Ferments  in  tier Zelle gr6sser als das des Diphospho-  
glyzer insaure erzeugendeI~ oxydie renden  Ferments .  

I I .  PHOSPHATOBERTRAGENDES FERMENT ]M SERUM 

Das phosphatfibertragende Ferment ist im Serum von Tumorratten nicht in gr6sse- 
rer KonzentratioI1 vertreten als im Normalserum. Wir tragen hier den Versuch nach, 
dessen Ergebnis bereits anderw~rts mitgeteilt worden ist is. 

Zur Gewinlmng des Serums wurde herzpunktiertes Blut erstickter Ratten kalt 
geronnen und abzentrifugiert. Der Tumor wog 8o g (30 % des Lebendgewichts der Ratte) 
und hatte nur geringe Nekrosen. Das Blut der Tumorratte war zu 5o % an~misch. Das 
Tumorserum war kaum, das Normalserum nicht h~molysiert. 

Zur Vermeidung voll St6rungeI1 dutch Isomerase und andere GArungsfermeilte 
benutzten wir als Test die phosphatfibertragende Riickreaktion mit hohen Ausgangs- 
konzelltrationen all Adellosiiltriphosphat und d-3-Phosphoglyzerins~ure in Gegenwart 
yon Cystein. 

Das Serum war im Versuch 1/25 verd~nnt. Die Messergebnisse zeigt Tabelle XV. 

Literatur S. 313 . 
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N o r m a l s e r u m  . . . 

T u m o r s e r u m  . . . 

T rockengewich t  
des Se rum s  

m g  
77'6 m-~ 

62.6 ,. 

An fangsgeschwindigke i t  
im Tes t  

Mole 
° '465" I ° - S  cm- M i n _ _  

0.550. IO -~ ,, 

m g  p h o s p h a t -  
i iber t ragendes  F e r m e n t  

ml Se rum 

3.9" Io--~ Mole 
ml 

4.6. io  -4 ,, 

12. EIN WEITERES PHOSPIclAT/.IBERTRAGENDES GARUNGSFERMENT 

])as Prinzip, durch,das in den optischen Testen die einzelnell Reaktionen der 
G~irungskette getrennt werden, ist die Anwendung der Cofermente in stSchiometrischen 
Mengen: Die Cofermente sind also im Test nicht Katalysator sondern Substrat. 

Fasst man jedoch mehrere Fermente und Substrate geeignet zusammen, danll laufen 
die Reaktionen auch in vitro wie in der lebenden Zelle mit katalytischen Coferment- 
mengen. Ich schildere in diesem und ira folgenden Abschnitt derartige Synthesen" 
dreifach ztlsammengesetzte optische Teste. 

Fraktioniert mall NEGELEINS A-Protein 9 mit Ammonsulfat der S~ittigung 0.5, dann 
bleibt das in dieser Arbeit beschriebene phosphattibertragende Ferment (I) in LSsung. 
1)er Niederschlag enthglt jedoch ebenfalls ein katalytisch wirksames Prinzip, und zwar, 
wie ida in einem dreffach zusammengesetzten optischen Test mit katalytischen Mengell 
Adenosindiphosphat zeigen kann, ebenfalls ein spezifisches phosphatfibertragendes 
Ferment. Dies sei vortibergehend mit (II) bezeichnet. Es wirkt in der Reaktion2~: 

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

1)er Versuch ist in Abbildung 8 dargestellt. Er zeigt den Aufbau des Systems fiber- 
sichtlich, weil die Indikatorreaktion (die phosphat- 
bindende und oxydierende G~irungsreaktion) all 
erster Stelle steht. 1)iese liefert das Substrat ffir 
die erste phosphattibertragende Reaktion, die jedoch 
nur kurz laufen kann, da die VersuchslSsung i im 
Prinzip die des in dieser Arbeit ausgearbeiteten 
Testes (Tab. I) - -  nur k a t a l y t i s c h e  Mengen Ade- 
nosindiphosphat enth~ilt. Der eigelltliche Umsatz 
erfolgt erst nach Zusatz des zweiten phosphattiber- 
tragenden Ferments, ,das mit Hilfe voll Robison- 
ester, der sich gleichfalls in der VersuchslSsung 
befindet, zu Adenosindiphosphat regeneriert. 

Ffir die aufgestellte Reaktionsgleichung ist der 
Versuch insofern beweisend, dass sich Robisonester 
nicht durch ttexose ersetzen 1Rsst, und dass die 
erste phosphatiibertragellde Reaktion Adenosintri- 
phosphat erzeugt und nicht mit anderen Adenin- 
nncleotiden als Adenosindiphosphat 1Ruft. 1)as 

l0 

12 

8 

I I J r 

. 

~ I e l  

~ . 

i i i l  

0 2 d 6 8 to 12 
Minoten 

Abb. 8. Ve r suchsansa t z  ~-Mole~ L ml _1 I ° 8 :  

D iphosphopy r id innuc l eo t i d  16, Ade- 
n o s i n d i p h o s p h a t  2, d-3 Phosphog ly -  
ze r ina ldehyd  33, Rob i sones t e r  333, 

Mangan  15, P h o s p h a t  840 

Substrat der Gegenseite ist damit Hexosediphosphat; sehr wahrscheinlich, aber nicht 
bewiesen, da ich die Rtickreaktion nicht untersucht habe. 
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13 . MYOSIN 

Im Mnskel wird das bei der G~rung gebundene Phosphat wieder durch Myosin, die 
kontraktible Substanz, freigemacht. Wie ENGELHARDT und LJUBIMOWA gefunden haben 10, 
katalysiert Myosin, das kiirzlich von A. SZENT-GY6RGYI kristallisiert wurde 19, die 
Reaktion 

Adenosintriphosphat = Adenosindiphosphat + Phosphat. 

Abb. 9 zeigt, wie man das Zusammenwirken von Phosphatbindung, Phosphattiber- 
tragung und Phosphatabspaltung, den Phosphatkreislauf der Muskelkontraktion, optiseh 
verfolgen kann. 
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,.,,.! °/° 

e ~ / 

0' . /  
/ I  

f . v  

.e / 

5 10 t5 2G 25 30 35Min. 

. , , VMole - I  Abk:. 9. versucnsansarz [ _ ~ _ j  io8: Diphos- 

phopyridinnucleotid 37 ; d-3-Phosphoglyzerin- 
aldehyd 37; KNa-Phosphat lOOO; Adenosin- 
diphosphat 4-5; Mangan 4; Calcium 220; 
Glykokoll 8 mg/ml; Natriumbicarbonat 14 
mg/ml; ges~ttigt mit lOO% Kohlendioxyd; 

PH 6.93. Versuehstemperatur 25 ° 

Die VersuchslSsung - -  im Prinzip die des Testes fiir das phosphatiibertragende 
Ferment (Tabelle I) - -  enth~lt 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 TM 20, Mangan. 

Der Versuch beweist die oben eingeftihrte Reaktionsgleichung. 

ZUSAMMEN FASSUN G 

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

d-i,3-DiphosphoglyzerinsAure + Adenosindiphosphat 
$ 

d=3-Phosphoglyzerins~ure + Adenosintriphosphat. 

Mit HiKe des kristaUisierten Ferments wurden gemessen: 
Die Konstanten der Fermentdissoziationen mit Magnesium, Adenosmdiphosphat, Ader~osintri- 

phosphat, Diphosphoglyzerins~Lure, Phosphoglyzerinsi~ure, 
die katalytische Wirksamkeit des Ferments in der Hin- und Rtickreaktion, 
die Gleichgewichtskonstante der Reaktion, 
die Wirkungsweise eines weiteren spezifischen phosphatiibertragenden Fermentproteins im 

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

$ 
Hexosediphosphat + Adenosindiphosphat, 

die Wirkuagsweise yon Myosin. 
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SUMMARY 

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

d-i.3-diphosphoglyceric acid + adenosinediphosphate 
qL 

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 test of a further specific phosphate-transferring enzyme that 

catalyses the reaction : 
hexose-6-phosphate + adenosinetriphosphate 

li 
hexosediphosphate + adenosinediphosphate ; 

the reactivity of myosin. 

R]~SUMI~ 

Isolement ~ partir du jus de mac6ration de levure pr~par6 d'apr~s LEBEDEW, d'un enzyme 
sp6cifique, qui en presence de l'ion Mg catalyse la r~action r~versible: 

Acide d-i,3-diphosphoglyc6rique + Ad~nosinediphosphate 

Acide d-B-phosphoglyc~rique -]- Ad6nosinetriphosphate 

L'emploi de l'enzyme cristallis6 a permis de mesurer: 
La constante de dissociation du compos6 donn6 par l'enzyme avec le magnesium, l'ad6nosine- 

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

tion ; 
Hexose-6-phosphate + Ad~nosinetriphosphate 

1L 
Hexosediphosphate + Ad~nosinediphosphate; 

le mode d'action de la myosine. 
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