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5. Zur Metallspezifitit ATP-abhingiger Enzyme

Eine komplexchemische Deutung, belegt am Beispiel
der Hexokinase?!)

von Hans Brintzinger und S. Fallab

(13. X. 59)

Fir das Problem der Bevorzugung schwach koordinierender Metallionen wie
Ca?t und Mg?* als Aktivatoren bei phosphatiibertragenden Enzymen ist — wie fiir
das Problem der Metallspezifitit enzymatischer Reaktionen im allgemeinen — bis
heute keine befriedigende Erklirung gefunden worden?2). Die Annahme, dass in die-
sen Systemen Komplexbildner auftreten, die mit maximal aktivierenden Metallionen
wie Mg?t und Ca?t stabilere Komplexe als z. B. mit den stdrker koordinierenden
Schwermetallionen Zn %+, Co?t, Fe?+ und Cu?** bilden wiirden, ist nicht gerechtfertigt,
da dies der generell bestitigten Regel von IRVING & WILLIAMS?) widersprechen wiir-
de, die die Metallionen nach der Stabilitdt ihrer Komplexe in eine Reihe einordnet,
die fir alle Komplexbildner fast unverindert gilt.

Neuerdings beschiftigten sich verschiedene Autorent)®) mit der Moglichkeit,
durch kinetische Untersuchungen an Metall-aktivierten «ATP-abhingigen» Enzymen
die Rolle des Metallions im Mechanismus der Enzymreaktion aufzukliaren. Nach die-
sen Autoren ist die Ausbildung eines Komplexes aus Metallion und Substrat fiir den
Ablauf der Reaktion notwendig. Die Rolle des Metallions bestiinde demnach darin,
durch Neutralisierung der negativen Ladung der Phosphatgruppen und Elektronen-
entzug die Aktivierungsenergie der Folgereaktionen zu erniedrigen®)?). Aber auch
daraus ergibt sich keine Erklidrung fiir die Sonderstellung z. B. des Magnesium-Ions,
da die stirker koordinierenden Metallionen diese gleiche Wirkung in noch stirkerem
Masse hervorbringen miissten, wie dies auch mehrfach an entsprechenden nicht-
enzymatischen Modellreaktionen belegt worden ist7).

Es wire nun denkbar, dass die Mg?*+-Reaktionen durch besondere kinetische Ver-
hiltnisse ausgezeichnet sind. Diese kénnten jedoch nur dann eine Rolle spielen, wenn
in einem als reaktive Zwischenstufe auftretenden Komplex Substrat und Enzym

1) Vorlidufige Mitteilung: Experientia 75, 96 (1959).

)
} B. G. MALMSTROM & A. ROSENBERG, in Advances in Enzymology 27, 154 {1959).
3) H. IrviNng & R. J. P. WiLL1aMS, J. chem. Soc. 7953, 3192.

4y H. G. HErs, Biochim. biophysica Acta 8, 424 (1952); C. Li¥BEcq, Biochem. J. 54, xxii
(1953); S. KuBy, L. Nopa & H. A. Larpv, J. biol. Chemistry 270, 65, 83 (1954); H. A. LarDY
& L. R.E. Parks in Enzymes, Units of Biological Structure and lfunction, New York 1956,
p. 584; M. KErLY & D. H. LEABACK, Biochem. J. 67, 245 (1957).

5 N.C. MELcHIOR & ]. B. MELCHIOR, J. biol. Chemistry 237, 609 (1958).

§) H. KroLL, J. Amer. chem. Soc. 74, 2036 (1952); M. CaLVIN, in Mechanism of Enzyme
Action, Baltimore 1954, p. 221; I. M. KrLoTz, ¢bid., p. 257.

7y C. LitBEcg & M. JacqQuEmoTTE-Louils, Bull. Soc. Chim. biol. 40, 67, 759 (1958); vgl.
auch N. REsSSLER, Enzymologia 79, 310 (1958).
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koordinativ an das gleiche Metallion gebunden wiren, letzteres also die Bindung zwi-
schen Enzym und Substrat vermitteln wiirde. Gerade bei ATP-abhingigen Enzym-
reaktionen hat sich dies jedoch auf Grund der Untersuchungen von MELCHIOR &
MELcHIOR®) als nicht zutreffend erwiesen. Ein solcher Enzym-Metall-Substrat-Kom-
plex ist auch, wie ein Kalottenmodell®) zeigt, sterisch unwahrscheinlich, da das
Metallion im ATP-Komplex fast vollstindig von den volumingsen Phosphatgruppen
umbhiillt ist.

Im folgenden soll versucht werden, eine einfache Erklirung fiir die Metall-
ionen-Spezifitit zu finden, die mit allen komplexchemischen Gegebenheiten, ins-
besondere mit der erwihnten Regel von IrvING-WILLIAMS im Einklang steht.

Die Aktivierung eines Enzyms durch Metallionen beruht bekanntlich darauf, dass
die Enzymreaktion nur ablaufen kann, wenn bestimmte Gruppen des Enzymsystems
ein Metallion komplex gebunden enthalten?®). Daneben gibt es jedoch in enzymati-
schen Systemen immer auch funktionelle Gruppen, welche fiir den Ablauf der Reak-
tion frei bleiben miissen. Werden diese Gruppen ebenfalls durch ein Metallion besetzt,
so wird die Reaktion blockiert!?). Den weiteren Ausfithrungen soll also folgendes
schematisches Bild des enzymatischen Systems zugrunde gelegt werden: Es sollen
im Enzym-Substrat-System zwei Arten von Koordinationszentren Z existieren, von
denen die eine, Zy, besetzt sein, die andere, Zy, hingegen frei sein muss, damit die
Enzymreaktion ablaufen kann!!). Ferner soll hierzu vorldufig die extreme Unter-
stellung gemacht werden, dass es fiir die Mechanismen von Aktivierung und Hem-
mung belanglos ist, durch welches der einleitend genannten Metallionen Zg bzw. Zg
besetzt wird. Fir die ATP-spaltenden Enzymreaktionen bedeutet dies: Ver-
schiedene Metall-ATP-Komplexe, wie z. B. MgATP, ZnATP und CuATP, sollen von
dem Enzym gleich gut verarbeitet werden konnen, und die Besetzung einer bestimm-
ten funktionellen Gruppe des Enzyms?'?) durch z. B. Cu2¥, Zn?+ oder Mg?* soll zur
gleichen vollstindigen Blockierung der Enzymreaktion fiihren.

Unter den genannten Voraussetzungen lassen sich iiber den Zusammenhang
zwischen koordinativer Besetzung der beiden Zentren Zg und Zy und der Enzym-
aktivitit quantitative Aussagen machen. Die Besetzung der Zentren durch Metall-
ionen beruht auf den Gleichgewichtsreaktionen (M = zweiwertiges Metallion)

Zg + M==MZ; und Zg+M=>=MZ.

8) N. C. MELCHIOR, J. biol. Chemistry 208, 615 (1954).

9 S. z. B. AL E. MarRTELL & M. CaLvin, Chemistry of the Metal Chelate Compounds, New
York 1952, p. 401.

10y Vgl. z. B. E. S. G. BarroN & G. KaLnitsky, Biochem. J. 47, 346 (1947); C. YANOWSKI
& J. L. Re1ssic, J. biol. Chemistry 202, 567 (1953); I. A. OrsoN & C. B. ANFINSEN, #bid. 202,
844 (1953); J. R. LEEMANN & A. Nason, ibid. 222, 497 (1956).

1) Ist — im allgemeinen Fall — mehr als ein Koordinationszentrum zu besetzen bzw. unbe-
setzt zu lassen, so miissen nur die jeweils limitierenden Glieder des Systems beriicksichtigt wer-
den. Zg ist dann also die zu besetzende Ligandenkonfiguration mit der geringsten Komplex-
bildungstendenz, Zp die freizulassende mit der stirksten Komplexbildungstendenz. Die {ibrigen
Koordinationszentren des Systems brauchen dann bei der quantitativen Behandlung nicht
beriicksichtigt zu werden.

12) Es wire auch denkbar, dass die Blockierung der Reaktion durch die Koordinierung von
zwei Metallionen an der ATP-Molekel zustande kommt. Die Ausbildung von MyATP-Komplexen
konnte jedoch auch bei erheblichem Metallioneniiberschuss nicht festgestellt werden¢)27),
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Der Zusammenhang zwischen dem Ausmass der Besetzung und der Metallionen-
Konzentration ist hierbei gemiss Beziehungen (1) und (2) fiir jedes Metallion durch
zwei Gleichgewichtskonstanten Ky und Kg charakterisiert:

Kp = [M] [Zg]/[M-Z] (1) Kp = [M] [Zp][[M-Zy]  (2)

Aus der Annahme dieses einfachen Systems mit den beiden Koordinations-
zentren Zy und Zg, deren Besetzung durch ein beliebiges Metallion das Enzym akti-
viert bzw. hemmt, folgt somit zwingend, dass die Wirkung jedes beliebigen Metallions
als ein Zusammenwirken von Aktivierung und Hemmung betrachtet werden muss.

Hemmungen durch Uberschuss an aktivierendem Metallion sind in grosser Zahl

Fig. 1. Zu beobachtende velative Aktivitdt Arg (———) tn Abhdngigheit von
verschiedener gegenseitiger Lage von Aktivierung (- ) und Hemmung (————~ )

beobachtet®)14) und auch theoretisch-enzymkinetisch behandelt worden!4). Die rela-
tive Aktivitit A, %) des Enzyms hingt dabei derart von der freien Metallionen-
Konzentration [M] ab, dass A,,;, gegen pM'5) aufgetragen, glockenférmige Aktivitit-
pM-Kurven ergibt (s. Fig. 1), wie sie dhnlich z. B. auch fiir die Aktivitit-pH-Bezie-
hung der meisten Enzyme gefunden werden. Die Form dieser Kurven erklirt sich be-
kanntlich durch multiplikatives Zusammenwirken einer S-férmig ansteigenden Ak-
tivierungsfunktion und einer spiegelsymmetrisch dazu abfallenden Hemmungsfunk-
tion, wobei die Gesamtheit der moglichen Glockenkurven durch verschiedene gegen-
seitige Lage dieser beiden Funktionen zustande kommt (s. Fig. 1)4). Von der ge-
genseitigen Lage der beiden S-Kurven hingt insbesondere auch die Hohe ab, die das
Maximum der Glockenkurve erreicht: Setzt mit zunehmender Metallionen-Konzentra-
tion die Hemmung schon vor der Aktivierung ein, so kann die beobachtbare Aktivitit
unmessbar klein sein. Je héher der Wert von [M] ist, bei dem sich die Hemmung

18y S. z. B. N. Van THoal, J. RocHE & M. RoGER, Biochim. biophysica Acta 7, 61 (1947);
F. Speck, J. biol. Chemistry 778, 315 (1948); L. H. StikLAND, Biochem. J. 44, 190 (1949);
S.

VaipvyanaTHaN & K. V. Giri, Enzymologia 76, 167 (1953).
1

J.
C.
) B. G. MALMSTROM, Arch. Biochemistry Biophys. 48, 381, 398 (1955).

15} Es werden im weiteren folgende Symbole verwendet:

A Beobachtete Aktivitit.

Apel = AfAjax Verhiltnis zwischen beobachteter und mit dem betreffenden Metallion maxi-
mal moéglicher Aktivitat.

pM Negativer Logarithmus der Metallionen-Konzentration.

Km  MicHaELIs-MENTEN-Konstante des Enzym-Substrat-Komplexes.

[S]t Totale Substrat-Konzentration.

Afpax = (Amax)M/(Amax)Mg Verhiltnis der Maximal-Aktivitdt fiir ein Metallion zu der fir
Magnesium.

KML Dissoziations-Konstante des ML-Komplexes.

Kyo Dissoziations-Konstante eines Enzym-Inhibitor-Komplexes (kompetitive Hemmung).

{ IJev Konzentration im Endvolumen.
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bemerkbar macht, desto niher wird die maximal zu beobachtende Aktivitit der
maximal moégichen kommen.

Nimmt man die verschiedenen Fille der Fig. 1 nun als Bild fiir die Wirkungsweise
verschiedener Metallionen, so ist ohne weiteres ersichtlich, dass die Grésse der mit
einem bestimmten Metallion erzielbaren relativen Aktivitit davon abhingt, ob die
Hemmung des Enzyms durch das betreffende Metallion bei kleinerer, gleicher oder
erst bei grosserer Metallionenkonzentration wirksam wird als seine Aktivierung.
Dies bedeutet mit anderen Worten: Selbst wenn — wie wir oben unterstellten — die
Aktivierung mit allen Metallionen an sich zum gleichen A, fithren wiirde, so
kommt doch eine Metallspezifitit durch die unterschiedliche gegenseitige Lage von
Aktivierung und Hemmung zustande. Optimaler Aktivator ist dasjenige Metallion,
fiir welches der pM-Bereich zwischen 50-proz. Aktivierung und 50-proz. Hemmung
am breitesten ist. Nennt man, wie allgemein iiblich, den pM-Wert fiir 50-proz. Akti-
vierung pK,, den fiir 50-proz. Hemmung pKy, so soll dieser wirksame Aktivierungs-
bereich W eines Metallions definiert sein als

W == pK, — pK,. (3)
Die Grosse von W fiir die verschiedenen Metallionen ist also das fiir die Metall-
spezifitit entscheidende Kriterium. Wie hingt nun dieses W bei einem bestimmten
Metallion mit den Komplexbildungs-Konstanten Ky und Ky zusammen, die der
Hemmung bzw. Aktivierung zugrunde liegen?
Die Grossen Ka und Kj bestimmen durch die Gleichung
. [M]Ky
T T OIMP M (K + K+ KK (4)
den Verlauf der Aktivitit-pM-Kurve!4). Eine Gleichung mit gleichen Funktionen von [M], je-
doch mit den thermodynamischen Komplexbildungskonstanten Kg und Ky als Parametern, er-
hilt man aus der enzymkinetischen Betrachtung der zugrundeliegenden Reaktionsschritte und
Gleichgewichte1%). Unter der Annahme eines einfachen Aktivierungsmechanismus, bei welchem
ein Substrat-Metall-Komplex das wirkliche Substrat der enzymatischen Reaktion ist, sowie
einer nichtkompetitiven Hemmung, ergibt sich dann A zu
[M'Kp
T P LR L
. Ky+0Sle/ Ku+I[Sk
Durch Parameter-Vergleich der Gleichungen (4) und (5) erhilt man:
K, = Ky Ky/(Ky+[Sk) (6) uwnd K;=Kgp. (7)
Auf dhnliche Weise ergibt sich fiir eine kompetitive Hemmung
Ky = K (Ky+[S1)/Ky (8)
Fiir die betrachteten, ebenso wie fir weitere zu diskutierende Mechanismen kann man also
Ky =Kgqy (9 und Kj= Kgq; (10)

A = (3)

rel

1
oder pK, = pKB+logq— (9a) und pK; = pKg-logq; (10a)
A
setzen. Es sind hierbei die Glieder
1
log q - und log qy stets = 0. (11)
A

18) Zur Ableitung der Gleichungen (4) und (5) sowie der entsprechenden Gleichungen fir
kompetitive Hemmung usw. s. z. B. J. S.FrRIEDENwWALD & G.D.MAENGWYN-DAVIES, in Mech-
anism of Enzyme Action, Baltimore 1954, p. 180.
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Thr Wert kann abhingen vom Mechanismus der enzymatischen Reaktion, ihrer MicHAELIs-
MentEN-Konstante Ky und der totalen Substrat-Konzentration [S];, also von Gegebenheiten
des vorliegenden enzymatischen Systems. Es ist jedoch

1
(105 P qI)1 invariabel mit M, 17). (12)

Man kann die spezifititsbestimmende Grosse W formal zerlegen nach Gleichung (13)
W=D+ 4, (13)
wobei nach Gleichungen (3), (9a) und (10a) D bzw. A folgende Bedeutung haben:

1
D = pKy — pKg (14), A = log A + log q;.- (15)

D stellt eine fiir jedes Metallion charakteristische komplexchemische Grésse dar,
wihrend A wegen (11) und (12) stets =0, vor allem aber bei einer gegebenen enzy-
matischen Reaktion fiir alle Metallionen identisch ist. Der optimale Aktivator ist
nunmehr dadurch bestimmt, dass innerhalb der Reihe der Metallionen der Ausdruck
D fiir ihn am grossten ist.

Zur Frage, fiir welches oder fiir welche der Metallionen D = log (Kg/Ky) am
grossten wird, lassen sich Aussagen machen, wenn man das Komplexbildungs-
vermégen der verschiedenen Metallionen mit Zy einerseits und mit Z; andererseits
betrachtet. Wie oben ausgefithrt, ist fiir die Aktivierung ATP-abhingiger Enzym-
reaktionen die Ausbildung eines Metall-ATP-Komplexes verantwortlich, und Zg
stellt somit die Haftstelle des Metallions am ATP dar. Z; hingegen wiirde einer
basischen Haftstelle am Proteinteil des Enzyms entsprechen. Zwar sind fiir die Reihe
der Metallionen die entsprechenden Konstanten nicht bekannt, doch kommt es fiir
eine Abschdtzung von D nicht auf deren absolute Grosse, sondern nur auf die Ver-
inderungen der entsprechenden pK-Werte innerhalb der Metallionen-Reihe an. Wir
machen die Annahme, dass diese sog. «Spreitungskoeffizienten» sich abschitzen
lassen, wenn man — etwas vergrébernd - an Stelle von Ky die entsprechenden Kon-
stanten von Polyphosphat-Komplexen der verschiedenen Metallionen18) und fiur K¢
die der Histidin- oder Cystein-Komplexe zum Vergleich heranzieht. Ein so erhaltenes
schematisches Diagramm fiir pKp und pKy in Abhingigkeit vom Ionenpotential der
verschiedenen Metallionen ist in Fig. 2 dargestellt. Es zeigt sich, dass zwar beide
pK-Rethen - entsprechend der Regel von IRVING-WILLIAMS — monoton ansteigen,
pKy jedoch wesenthch steiler als pKy. Wie aus Fig. 2 ersichtlich ist, bewirkt dieser
unterschiedliche Anstieg, dass fiir die schwach koordinierenden Metallionen, insbe-
sondere fiir Mg 2+ und Ca?*, die Grosse D maximale Werte annimmt. Auf diese Weise
lisst sich zwanglos und in voller Ubereinstimmung mit der Regel von IrviNG-WIL-
L1aMs die Sonderstellung dieser beiden Metallionen bei ATP-abhingigen Reaktionen
erkldren.

1) Es sind auch Mechanismen denkbar, bei denen die Ausbildungsgeschwindigkeit von
IE-5-M-Komplexen nach E-S+M-> E-S—M in q, eingeht, ein Fall, der nach den Unter-
suchungen von MELCHIOR & MELCHIOR®) gerade bei der Hexokinase denkbar ist. Da jedoch die
Stabilitit der ATP-Komplexe mit verschiedenen Metallionen schon von gleicher Grossenordnung
ist, ist die Aufbaugeschwindigkeit von S-M- und mithin auch von E-S-M-Komplexen hochst-
wahrscheinlich erst recht von gleicher Gréssenordnung. Da die genannte Aufbaugeschwindigkeit
in weniger als linearer Stirke in q, eingeht, ist auch in diesem Fall eine Abhingigkeit des g,
von M; wenig wahrscheinlich.



48 HELVETICA CHIMICA ACTA

Die Mg-Spezifitit kommt also nicht etwa dadurch zustande, dass sich eine
Ligandenkonfiguration des enzymatischen Systems stirker mit Mg?#*+ als z. B. mit
Cu?t koordinieren wiirde, sondern vielmehr dadurch, dass sich das Mg?+ vorzugs-
weise mit ATP koordiniert, wihrend das Enzym frei bleibt, wohingegen sich Cu?*
vorzugsweise mit dem Enzym verbindet.

Die in den Fig. 1 und 2 schematisch dargestellten Verhiltnisse treffen nun fiir die
Hexokinase-Reaktion, wie unsere im folgenden beschriebenen Versuche ergaben,
tatsichlich in guter Ndherung zu. Die Hexokinase katalysiert die Reaktion

ATP + Hexose = ADP + Hexose-(6)-phosphat

und wird, wie viele andere ATP-abhingige Enzyme, durch Mg2+ aktiviert. Nach den
obigen Ausfithrungen sollte jedoch auch mit den dem Mg?+ in der IRVING-WILLIAMS-
Reihe benachbarten Metallionen eine gewisse Aktivierung zu beobachten sein. Wir

PKe
£

| 12
o Mg M2+ Lo Ni?* Zo?* G
+= T by Ay o
8 20 2 24 28 28ev

Fig. 2. Abhdngigheit dev spezifititsbestimmenden Grisse D = pKp—pKy fiir ein Metallion
von dev Stellung desselben in dey IRVING-WILL1AMS-Rethe (schematisch)

untersuchten also zunidchst die Aktivierung der Hexokinase durch eine Reihe ver-
schiedener Metallionen.

Die Aktivitdt A der Hexokinase!®) wurde manometrisch gemessen und hieraus
die relative Aktivitit Aj) = A[(Agax)mg Derechnet. A, und A, aus Gleichung (4)

hingen somit nach Beziehungen (16) und (17) zusammen:
Arlcl = Arel ’ AI;I&X’ (16)
wobei

Al,nax = Amax/(Amax>Mg (17)

ist. ATP und zugegebenes Metallion bilden ein Metall-Puffersystem®). Das sich
dabei einstellende pM kann nach der von RaArLAUB?) angegebenen Methode be-
rechnet werden, wenn die entsprechende Konstante KQ} arp bekannt ist 22).

18) Zur schematischen Charakterisierung des Verlaufs von K und Kp verwendeten wir
Komplexbildungskonstanten von verschiedenen Polyphosphaten, Histidin, Histamin, Cystein
und Cysteamin nach J. BjerruM, G. ScuwarRzENBAcH & L. G. SILLEN, Stability Constants,
London 1958.

19) Wir verwendeten folgende Hefe-Hexokinase-Priparationen der Sigma CHEM. Co.: Zur
Bestimmung von Aktivititen Typ IV, fiir spektrophotometrische Untersuchungen Typ V.
Aktivierungskurven mit einer rohen Praparation (Typ 1I) wiesen keine Abweichungen gegeniiber
den mit Typ IV erhaltenen auf. Der Reinheitsgrad des Enzyms spielt offensichtlich fiir die Giiltig-
keit unserer Ergebnisse keine Rolle.

20y J. RaaFrLauB & I. Leupin, Helv. 39, 653 (1956).

21y J. RAAFLAUB, in Methods in Biochemical Analysis, Vol. 3, New York 1956, p. 301.

22) Bestimmung der Konstanten s. unten.
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Wir fanden so, dass das Enzym ausser durch Mg?+ auch durch Co?+, Ni2+, Mn?+,
Zn?*t und Cd?**+ aktiviert wird. Mit Cu?t und Be?* sowie mit Ca?* konnte hingegen
keine signifikante Aktivierung beobachtet werden. Die auf die angegebene Weise
fiir die Metallionen Mg?**+, Co**, Ni?+, Mn?+, Zn?t und Cd?2t erhaltenen A/ -pM-
Kurven sind in Fig. 3 dargestellt. Diese zeigt fiir jedes Metallion experimentell

Ma?* 163 cd* 05

"

‘m 4 3 21 ‘hﬁy 43721
Fig. 3. Aktrvierung dev Hexokinase duvch vevschiedene Metallionen bei pH = 7,7 und 25,0°

Gefundene Werte mit Fehlergrenzen (O) und theoretischer Verlauf der Aktivitit-pM-Kurve
( } als Resultante aus Aktivierung (... ) und Hemmung (————— ) nach Gleichungen
(4), (16) und (17)

gefundene Aktivierungen und eine nach Gleichungen (4), (16) und (17) berechnete
theoretische Aktivierungskurve. Es ist ersichtlich, dass die gefundenen Werte inner-
halb der Fehlergrenzen mit der theoretischen Kurve iibereinstimmen, wenn fiir deren
Berechnung die in Tab. 1 angegebenen Parameter gewdhlt werden.

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, kénnen also, entsprechend unserer eingangs gemach-
ten Unterstellung, Mg-ATP, Co-ATP, Ni-ATP, Zn-ATP und méglicherweise %) auch
Mn-ATP dem Enzym gleich gut als Substrat dienen??). Eine Abstufung der Wirk-
samkeit dieser Metallionen kommt jedoch, wie Fig. 3 zeigt, durch die unterschied-
liche Breite des wirksamen Aktivierungsbereichs W (s. oben) zustande.

Uberraschend und vom Gesichtspunkt der eingangs entwickelten Uberlegungen
aus nicht zu erkliren ist das geringe A/, fiir Cd?+ und die véllige Unwirksamkeit
des Ca?*. Hierauf wollen wir spédter noch zuriickkommen.

23) Bei der Aktivierung mit Mn?* traten bei héheren {Mn] Niederschlige auf, so dass wir
Al ax nicht mit Sicherheit, K| iiberhaupt nicht bestimmen konnten.

24) Wiirde man bei der Berechnung der pM die Hydrolyse der Metallionen beriicksichtigen,
welche bei pH 7,7 z. T. nicht unbetrichtlich ist, so wiirden bei allen M2+ ausser Mg?2t+ die Mess-
punkte der Fig. 3 einmal nidher zusammenriicken und sodann insgesamt nach links verschoben.
Dadurch wiirde die Ubereinstimmung von Messpunkten und theoretischer Kurve noch besser,
und ausserdem wiirden die Unterschiede der log (1/q,) in Tab. 1 weitgehend ausgeglichen.

4
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Wir versuchten nun weiterhin, die Gleichgewichts-Konstanten pKgy und pKg zu
bestimmen, um sie mit den Aktivierungs- und Hemmungs-Konstanten pK, und pK;
aus Tab. 1 zu vergleichen. Wie oben ausgefiihrt, ist pKg = pKQ{{ATP. Die Konstanten
pKMarp sind fiir eine Anzahl Metallionen bekannt, nicht jedoch fiir Cu?+, Be?+,
Ni2z+ und Cd?+. Wir bestimmten die Konstanten der ATP-Komplexe der genannten
Metallionen und - zur Kontrolle der angewandten Methode — die fiir Co?+ durch

Tabelle 1. Parameter zu Figur 3

Metallion Alax PK; PK, pKp |[log(l/qy)
Mg+ 1,0 0.7 46 | 4,0m) 0,6
Co2t+ 1,0 2,3 5,0 4,6 0,4
Nt 1,0 2,8 5,0 4,6 0,4
Zn2+ 1,0 3,3 50 | 478 | 03
Mn2+ —wy | —my | 50 | 47 0.3
Cdz+ 0,28 3,0 5,0 4,7 0,3

Titration des ATP fiir sich und in Anwesenheit des jeweiligen Metallions. Wir er-
hielten mit dieser Methode, deren Einzelheiten wir im experimentellen Teil be-
schreiben, die in den Tab. 1 und 4 aufgefiihrten Konstanten®). Fiir die Konstanten
der anderen Metallionen beniitzten wir die in Tab. 1, Spalte 5 angegebenen, der
Literatur entnommenen Werte.

Ein Vergleich zwischen pK, und pKg zeigt (Tab. 1), dass log (1/94) = pPK, — PKs-
fiir die untersuchten Metallionen von gleicher Gréssenordnung ist 24),

Um die Hemmwirkung der verschiedenen Metallionen unabhingig von gleich-
zeitig auftretender Aktivierung zu beobachten, untersuchten wir die Hemmung der
Mg2+-aktivierten Hexokinase-Reaktion durch verschiedene Metallionen. Als Schwer-
metall-Puifer diente hierbei das Mg-ATP-System entsprechend dem Gleichgewicht

Mg-ATP + M == M-ATP + Mg,

wobei
KM
R [Mg] MATP (18)
- — TMe_ATP] Mg
[M-ATP] [Mg-ATP] Kysatp

Die Verteilung der totalen Schwermetallionen-Konzentration auf die Partikein
M2+ und M-ATP?- ist gemiss Gleichung (18) ausser durch die zwei Gleichgewichts-
Konstanten vor allem durch die Variable [Mg] bestimmt. Durch Anwendung eines
verschieden grossen Mg-Uberschusses ldsst sich somit kontrollieren, welche der Par-
tikeln, M2+ oder M-ATP2-, fiir die Hemmung des Enzyms verantwortlich ist.

25) Unser Wert fiir PKEZATP = 4,53 stimmt mit dem von WaLaas??) zu 4,62 ermittelten be-
friedigend iiberein.

26) A. E. MarRTELL & G. SCHWARZENBACH, Helv. 39, 633 (1956).

27) E. WALAAS, Acta chem. scand. 72, 528 (1958).

28) G. WerTzeL & T. SPEER, Z. physiol. Chem. 373, 212 (1958).

2%) Die Zn-Konstante hatten wir bei fritheren, unversffentlichten Versuchen mittels Katio-
nenaustauscher-Untersuchungen zu pK%EATP=4,69 gefunden. Der von WEITZEL & SPEER?Z)
ermittelte Wert betrigt 4,76.
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In Fig. 4 ist die Hemmung durch Zn als Aktivitdt-pZn-Kurve fiir drei verschie-
dene Mg-Konzentrationen dargestellt. Die Figur zeigt, dass 50-proz. Hemmung je-
weils bei pZn = 3,2 4- 0,15 eintritt, obgleich der Anteil der Zn-ATP2?--Jonen an der
gesamten ATP-Konzentration in den verschiedenen Fillen 43, 20 und 39, betrigt.
Der so ermittelte Wert von (pKj)z, = 3,2 stimmt, wie theoretisch zu erwarten, mit
dem in Tab. 1 angegebenen innerhalb der Fehlergrenzen ibercin. Fiir Cu?t ergibt
sich in gleicher Weise (pK;)e, = 6,0.

H
y aE—T 7]

Fig. 4. Hemmung dev Hexokinase duvch Cu®t (links) und Zn?+ (vechts)
Restaktivitit Ape in Abhingigkeit von pM, gemessen bei verschiedenem Mg-Uberschuss:
O [MgSO,Jpy = 1,0-1072, e [MgSO,lgy = 1,5-1072, @ [MgSOQ,jgy = 6,0-1072

Andere Verhiltnisse als fiir Zn2+ und Cu2t+ fanden wir, wie erwidhnt, bei der
Hemmung des Enzyms durch Ca?t. Wihrend dort wegen Gleichung (18) mit zu-
nehmendem Mg-Uberschuss geringere totale Inhibitor-Konzentrationen notwendig
waren, um das Enzym zu 509, zu hemmen, war hier das Umgekehrte der Fall, d. h.

1,0

03]

[atrd]

i ! L i [A i >

H 1 1 i . -
00 g1 62 43 a4
Fig. 5. Hemmung der Hexokinase durch Ca®t
Restaktivitit A in Abhingigkeit von [CaATP]/[ATP];, gemessen bei
verschiedenem Mg-Uberschuss: O [MgAc,] = 1,0:1072, e [MgAc,] = 6,0-10~2

verantwortlich fiir die Hemmung ist hier die Verdringung des Mg2?+ vom ATP
durch Ca?+. Das Ausmass der Hemmung ist hier also nicht eine Funktion von pCa,
sondern des Verhiltnisses [Ca-ATP]/[ATP],. Wie Fig. 5 zeigt, tritt 50-proz. Hem-
mung dann ein, wenn ca. 20-309, des gesamten ATP als Ca-ATP vorliegen, obwohl
infolge verschiedenen Mg-Uberschusses pCa hierbei einmal 1,7, das andere Mal 3,0
betrigt.

Der Verlauf der Hemmung in Fig. 5 wird am besten beschrieben durch die An-
nahme, dass Ca-ATP das Enzym in Kompetition mit Mg-ATP hemmt. Ist, wie in
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unserem Fall, die Substrat-Konzentration [Mg-ATP] wesentlich grosser als die zu-
gehorige MicHAELIS-MENTEN-Konstante Ky®), so hingt die relative Aktivitit bei
kompetitiver Hemmung mit [Ca-ATP] durch Beziehung (19) zusammen:

K, [CaATP] A

Ko __ . rel
Ky [ATP],—[CaATP] ~1-A " (19)

Fiir die Dissoziationkonstante K,, des CaATP-Enzym-Komplexes ergibt sich so
aus den Messpunkten der Fig. 5

Kio = Ky 0,18 (4= 209,).

Diese Grossenordnung von K, im Verhiltnis zu K; deutet darauf hin, dass die
Komplexe, welche Ca-ATP und Mg-ATP mit dem Enzym bilden, gréssenordnungs-
missig gleiche Stabilitit aufweisen, wobei jedoch der Ca-ATP-Enzym-Komplex
nicht enzymatisch aktiv ist3!). Der Ca-ATP-Enzym-Komplex ist jedoch zumindest
so stabil wie derjenige mit MgATP. Dies bedeutet, dass das geringe A/ .. bei der
Aktivierung mit Ca2*, und wohl auch mit Cd2+, seine Ursache in einer geringen
«breakdown »-Geschwindigkeit des M-ATP-Enzym-Komplexes haben muss.

110
Hrzl T
85
3
pln
pulrt 1 1 Ih
40 3.0 a0

Fig. 6. Abhdngighkeit dev Zn?*t-Hemmung
a) von der ATP-Konzentration: O[ATP] = 4-1073, ® [ATP] = 1-1072%, o [ATP] = 2,5-10723?2)
b) von der Fructose-Konzentration: O [Fruct] =1,5-1072, e [Fruct] =1,0-10!

30) Die Abhingigkeit eines Enzyms von der Konzentration eines kompetitiven Hemmstoffes
ist gegeben durch Gleichung (33)1§)
_é@x =14+ E\&_‘_f[‘EKMA_.
A [S]e [S3t- Ky
Fiir [S}y » Ky ergibt sich hieraus Gleichung (19). [S]; war bei unseren Versuchen 10~%m. Ky ist
nach M. W. ScteIN, G. T. Cort & C. F. Cori, J. biol. Chemistry 786, 763 (1950), ca. 4-1073.
31) Ist in dem Schema

(33)

kS k,
E ———ES—>E+P

k,
kI [k, °

EI

k; = kg und k, = k,, so muss
k, , ky+k,
. Ky, = * < Ky= - K
sein.

32) Da wir die Ionenstirke bei dieser Versuchsreihe durch Zugabe von Tetramethylammo-
niumbromid auf T = 0,2 konstant halten mussten (bei allen anderen Versuchen: I = 0,08 bis 0,11),
war das pH des Hydrogencarbonat-CO,-Puffers hier auf 7,45 erniedrigt. Dadurch erscheint
(pKy)z, zu etwas geringeren Werten verschoben.
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Die Untersuchung der Zn-Hemmung bei verschiedenen Substrat-Konzentrationen
ergab, dass fiir ATP-Konzentrationen von 4-10-3 bis 2,5-10-2m und fiir Fructose-
Konzentrationen von 1,5-10-% bis 1-10-'m pK; weder von der ATP-Konzentration
noch von der Fructose-Konzentration abhingt. Da die Hemmung somit nicht-
kompetitiv ist (s. Fig. 6), ist nach Bezichung (7) K¢ = K;.

Es ldsst sich nun, da sowohl die Werte fiir pKy als auch die fiir pKr (= pK; aus
Tab. 1) fiir die verschiedenen Metallionen bekannt sind, die in Fig. 2 schematisch
dargestellte Abhingigkeit der spezifitdtsbestimmenden Grésse D fiir ein Metallion
von dessen Stellung in der IRVING-WILLIAMS-Reihe genau angeben. Wie Fig. 7 zeigt,
ist Dy, = 3,3, Dz, = 1,5 und D¢, = —0,5.

T/v/__.:f

.

Ca?* Mn** C’o"// ‘Zn"&‘n"
B X BV

Fig. 7. Abhdngigheit dev speziﬁtatsbestzmmenden Grisse D = pRKyg—pKy fiir ein Metallion von der
Stellung desselben in dev IRVING-WILL1AMS-Rethe

‘Nw-lr(nv:

Die Frage, mit welcher funktionellen Gruppe der Hexokinase das hemmende
Metallion unter Blockierung der Reaktion koordiniert, ist fiir das Verstindnis des
Ablaufs der enzymatischen Reaktion von grossem Interesse. Obwohl diese Frage
nicht mit Sicherheit beantwortet werden konnte, erhielten wir doch Hinweise darauf,
dass — dhnlich wie bei der von SCHUBERT %) untersuchten Hemmung der «Alkalischen
Phosphatase» durch Be2* — auch die Schwermetallionen-Hemmung der Hexokinase
auf einer Blockierung der phenolischen OH-Gruppe eines Tyrosyl-Restes beruht34),

Nach ScHAUENSTEIN®) ldsst sich die Dissoziation solcher Tyrosyl-OH-Gruppen
in einem Protein durch die Beobachtung der Zunahme der Absorption bei 295 und
250 mp. in Abhidngigkeit vom pH spektrophotometrisch verfolgen. Fiir die Sidure-
dissoziations-Konstante der Tyrosyl-Gruppen eines hochgereinigten Hexokinase-Pri-
parates?®) fanden wir so (s. Fig. 8) in guter Ubereinstimmung mit anderweitig ge-
fundenen pK_-Werten®) pK, = 10,5. Interessanterweise ist nun die durch die Disso-
ziation der Phenolgruppe bedingte Absorptionszunahme in Gegenwart von 10-3M.
Mg?*+ nach kleineren pH-Werten hin verschoben. Eine solche Verschiebung ist zu
erwarten, wenn mit Phenol und Phenolat ein Phenolat-Mg-Komplex im Gleich-
gewicht steht, welcher eine dhnliche Absorption wie das freie Phenolat aufweist.

Ausserdem bestimmten wir fiir eine geeignete Modellsubstanz, o-Hydroxy-
benzylamin?®4), durch pH-Titrationen in An- und Abwesenheit der Metallionen die

33) J. ScHUBERT, in Chemical Specifity in biological Interactions, New York 1954, p.114.

34) Die Stabilitit der E-M-Komplexe spricht dafiir, dass diese Chelat-Komplexe sind,
also ausser der Phenol-Gruppe noch eine zweite Haftstelle vorhanden ist. Uber die Natur dieser
zweiten Gruppe ldsst sich nichts aussagen, der Chelatring ist jedoch vermutlich ein durch die
Proteinstruktur bedingter Makroring. Wir wéhlten das o-Hydroxybenzylamin als einfachste
Modellverbindung, bei der ein solcher zweiter Chelatzahn ohne Konjugation zum Phenol vor-
handen ist.

35) E. SCHAUENSTEIN, Mikrochemie 7955, 481.
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Stabilitdtskonstanten der Co?*-, Ni%+-, Zn?+- und Cu?+-1:1-Komplexe. Das aus den
pK,;-Werten (s. Tab. 2) berechnete Metallbindungsvermégen dieser Modellsubstanz
bei physiologischem pH (7,7)3) zeigt in der Reihe der Metallionen (s. Fig. 9) einen
Verlauf, der demjenigen der pK;-Werte aus Fig. 7 mit befriedigender Genauigkeit
gleicht. Bei anderen Verbindungen, wie Cysteamin oder Histamin?!®), ist dies nicht
der Fall.

18

0

06

Fig. 8. Abhdngigheit dev Lxtinktion einey Hexokinase-Liosung (0,75 mg|ml in 0,1n KCI) bei
250 mu vom pH

O allein, e in Gegenwart von 1073m MgSO,

Tabelle 2. Konstanten fiiv o-Hydvoxybenzylamin

C z Ni c H H
pPKeuL | PKzoL | PEnic | PKcor | PKmL PKy,L

9,3 59 54 4,6 9,9 8,4

Qs

PK

c.alﬁ ”{ZO Z’!:* CIIZ’
T B X% 7 B8
Fig. 9. Metallbindungsvermogen bei pH 7,7

0O aktives Zentrum der Hexokinase, e o-Hydroxybenzylamin, & Histamin, B Cysteamin

Da sich bei unseren Untersuchungen die Hemmung durch Schwermetallionen als
nicht kompetitiv erwiesen hat, wire eine solche Tyrosylgruppe somit nicht an der
Fixierung der Substrate, sondern offensichtlich an der eigentlichen Enzymreaktion,
der Ubertragung der Phosphatgruppe beteiligt.

Die experimentellen Untersuchungen haben gezeigt, dass die eingangs entwickel-
ten komplexchemischen Uberlegungen eine brauchbare Arbeitshypothese fiir die

36) G. WEITZEL, J. ENGELMANN & A. M. FRETzDORFF, Z. physiol. Chem. 375, 236 (1959).
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Erklarung der Metall-Spezifitit ATP-abhingiger Enzyme darstellen. Weiterhin exi-
stiert jedoch, wie sich im Verlauf unserer Untersuchungen ergeben hat, eine weitere
wichtige Determinante der Metall-Spezifitit, nimlich die Geschwindigkeit A/ ,,, mit
der die aktiven Metall-ATP-Enzym-Komplexe der verschiedenen Metallionen enzy-
matisch weiterreagieren. Hierbei scheinen die Ionenradien der aktivierenden Metall-
ionen eine Rolle zu spielen. Dafiir spricht jedenfalls die Tatsache, dass Mg2+, Co2+,
Ni%t und Zn%+ mit Ionenradien zwischen 0,66 und 0,74 A ein A}, von ~1 auf-
weisen, wihrend bei Cd?+ und Ca?+ mit Tonenradien von 0,96 bzw. 0,99 A nur ein
Al von 0,28 bzw. < 0,05 erreicht wird??). Welche komplexchemischen oder enzym-
kinetischen Gegebenheiten im einzelnen fiir das Zustandekommen der unterschied-
lichen Al ,, verantwortlich sind, bedarf noch der weiteren Abklarung.

max

Herrn Professor ERLENMEYER sei an dieser Stelle fiir sein Interesse an der vorliegenden
Arbeit bestens gedankt. Herrn Dr. B. Prijs danken wir fiir seine Hilfe bei der Abfassung des
Manuskripts. Dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
LicHEN ForscHUNG danken wir fiir seine Unterstiitzung.

Experimentelles. — A#ktivititsbestimmungen. Die Aktivitit der Hexokinase bestimmten
wir manometrisch in NaHCO,/CO,-Puffer, wie mehrfach beschrieben?%38), in geeichten WaR-
BURG-Gefissen. In den Hauptraum wurden eingefiillt: 0,40 ml 0,10m NaHCO,, 0,40 ml 0,20m
Fructose-Lésung, Na,ATP, M-Na,ATP und MSO, in den in Tab. 3 angegebenen Mengen, so dass
TATP]y = 1072, Mit H,0 wurde auf 1,80 ml aufgefiillt. Im Seitenarm befanden sich 0,2 ml einer
Losung von Hexokinase'®) (100 y/ml) in 0,04M Fructose-Losung. Die Losungen wurden mit
einem Gasgemisch aus 59, CO, und 959% N, gesattigt und 20-30 Min. auf 25° vortemperiert. Dann
wurde gekippt und als Aktivitit die ausgeschiittete CO,-Menge in mm?/Min. gemessen. Da eine
Extrapolation der Ausschiittungsgeschwindigkeit auf t = 0 sich nicht mit geniigender Sicher-
heit durchfiithren liess, wurde die von der 5. bis zur 15. Min. gemittelte Geschwindigkeit als An-
fangsgeschwindigkeit betrachtet. Der Umsatz betrug hierbei im allgemeinen < 109, der ge-
samten ATP-Menge. Das Verhéltnis Apg; = A/Apay war im iibrigen von der Dauer, iiber welche
die Geschwindigkeiten gemittelt wurden, nur sehr wenig abhingig. Die nach der von Raaw-
LAUB?!) angegebenen Methode berechneten pM-Werte sind fiir die verschiedenen Versuche eben-

falls in Tabelle 3 aufgefithrt, wobei fiir P(KMSATP'I/“) ein Wert von 3,9 und fiir die iibrigen

p(Kx} rp-1/a) ein solcher von 4,6 angenommen wurde.

Tabelle 3. Ansdtze in ml

Na,ATP 0,04 M 0,4910,46 | 0,38 10,20

MNa,ATP 0,001M 0,50

MNa,ATP 0,01 M 0,15} 0,50

MNa,ATP 0,04 M 0,301 0,501 0,501 0,50 0,50 0,50 0,50| 0,50 0,50
MSO, 0,025m 0,20 | 0,50

MSO, 0,25 m 0,10 | 0,30

MSO, 1,25 M 0,201 0,321 0,50
pMg 56 150|43|36;29{26|23|19|14]|09]0710,5
pCo, pNi usw. 6,21 5751|4434 2723|119

Bestimmung dev Konstanten KﬁATP' 10 ml einer Losung, welche 1072 an ATP und 0,1m
an KCl sowie gegebenenfalls 2-102m. an MSO, war, wurde mit 0,18 NaOH potentiometrisch
titriert (Glaselektrode: METrROEM E 121, Potentiometer: MeTrRonM E 187). Es wurden so Titra-

%7) Die Tonenradien sind entnommen aus 3). Uber A/, fiir Cu?t ldsst sich auf Grund unserer
Versuchungsergebnisse nichts aussagen.
38) I.. BERGER, M. W. SLEIN, S. P. CoLowick & C. F. Cori, J. gen. Physiol. 29, 379 (1946).
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tionskurven von ATP allein, sowie von ATP in Gegenwart von CuSO,, BeSO,, CoSO,, NiSO,
und CdSO, aufgenommen (s. Fig. 10). Aus diesen wurde fiir jedes Metallion bei einer Reihe von
pH-Werten der Mehrverbrauch AH an NaOH gegeniiber der Titration ohne Metallion bestimmt.

KX!:}ATP lidsst sich hieraus folgendermassen bestimmen:
A H ist bestimmt durch Gleichung (20):

AH = 2[H,Z]1+[HZ] - 2[H,Z)' — [HZ]’ - [M-HZ]. (20)
Beriicksichtigt man, dass

[HZ] = [HZ)/[H]K, %) (21)
[HZ]" = [H,Z)'/(H] K, (22)
H,Z) 1
[M-HZ] = E szlg M) (23)
8 Kyuate
[H,Z) 1 29)
und M-Z] = — =2 M] - (24)
H]2K,K M
HI2K, KMATP
ist und dass ferner bei einem pH < 5,0, bei welchem [Z] als Summand vernachlissigt werden kann,
[H,Z}+[HZ] = [Z],, (25)
(H,Z)'+[HZ]'+[MHZ]+ [MZ] = [Z]; (26)
und M]+[MHZ}+ [MZ] = [M] (27)

ist, so ist ersichtlich, dass die Zahl der Unbekannten um eins grosser ist als die Zahl der unab-
hingigen Bestimmungsgleichungen. Eine Berechnung von K;& a1p Muss deshalb mit zwei Werte-
Paaren von AH und [H] durchgefiihrt werden: (4AH),, [H], und (4AH),, [H],. Man erhilt auf

3
l’ oM
5
4
3k
wl BF-n Mo BH
! ! L L L h T
[/ /3 17 #

Fig. 10. Titration von 0,1 mMol ATP

allein (oben), sowie in Gegenwart von 2-1072 mMol CoSO, (Mitte) und von 2-10=2 mMol CuSO,
(unten)

diese Weise, unter Verwendung der Gleichungen (20)—(27) folgende Bestimmungs-Gleichung
. M
fir Kyarp:

B B

1 b b
- = K, Ve L - 28
Ky 0 By 23 b—(ZhM, e

by[H], b,[HJ;
in welcher a), = (AH), ((H] » Kz+1) (29)
[Hly,2 Ky

und by s = ([Z11+[M]y) - (AH); p—[Z]([M]y - ——— — (30)

1y
1+[H] Ky

3%) In Kg = 10%!2 ynd K, = 10%% sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit im Gegensatz
zu allen anderen Gleichgewichtskonstanten Assoziationskonstanten verwendet worden.
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ist und V den Faktor bedeutet, um den die Messlésung durch die zugegebene NaOH verdiinnt ist.
Die fiir die untersuchten Metallionen bei verschiedenen pH-Werten gefundenen AH-Werte und die
hierausnachGleichungen (28)—(30) berechneten Konstanten KIIgA rpsindinTab.4 zusammengestellt.

Untevsuchung dev Enzym-Hemmung. Ansatze: Im Hauptteil 0,5 ml 0,25 NaHCO,, 0,5 ml
0,143-m Fructose-Lésung, 0,5 ml einer Losung, welche an ATP 5-1072m. und an MgSO, 5-1072,
7,5-1072 oder 3,0°10~'M war (eingestellt auf pH 7,6), dazu MSO, in verschiedenen Konzentra-

Tabelle 4. Bestimmung von K :1\~/IIATP

pEnarp | Mittel- Mittl.

Metallion pH AH (mM/ml) n.GL (28)| wert Fehler

3,00 0,60-10-3
Cu?+ 5,50
3,50 1,29-1073 5,50 4+ 0,01

4,00 1,79-10-3
3,20 0,72-10-3

3,70 1,10-1073
Be?t 5,04 5,01 40,02
4,20 1,44-10-3

4,70 1,61-1073
3,20 0,46-1073

4,67
3,70 0,86-10—2
Ccaz+ 4,77 4,70 + 0,05
4,20 1,28-10-3
4,67
4,70 1,59-1073
3,20 0,39-10—3

3,70 0,76-1073
Niz+ 4,66 4,61 4- 0,04
4,20 1,18-103

4,70 1,57-10°3
3,20 0,39-102

4,49
3,70 0,72-10~3
Co?* 4,59 4,53 £ 0,05
4,20 1,12-10-2
4,50
4,70 1,55-10-3

tionen von 2-107% bis 3,12-10~2m und H,O auf 2,3 ml. Im Seitenteil 0,2 ml einer Losung von
Hexokinase (125 y/ml) in 0,143M Fructose-Losung. Endvolumen 2,5 ml, pH = 7,7 nach dem
Sattigen mit CO,/N,. Bei der Hemmung durch Ca?t mussten zur Vermeidung von Niederschligen 49)

1) Es konnte so das Auftreten von Sulfat-, Carbonat- und Hydrogencarbonat-Nieder-
schligen vermieden werden. Bei hoherer CaATP-Konzentration (> 0,25-1072m) fiel jedoch
auch dieses aus. Bei Messpunkten der Fig. 5, bei denen die Rechnung {CaATP] > 0,25-102 er-
gab, setzten wir deshalb [CaATP] = 0,25-1072 und beriicksichtigten die Verminderung der
[MgATP] gemiass dem ausgefallenen CaATP. So ausgewertete Messpunkte ergaben gleiche Ky,-



58 HELVETICA CHIMICA ACTA

folgende Bedingungen gewidhlt werden: Verwendung von Magnesiumacetat statt Magnesium-
sulfat und [NaHCO,lgy =1,5-10"2m. Es war hier nach dem Sittigen mit CO,/N, pH =7,45.
Die Konzentrationen [M] und [M-ATP] wurden mit Hilfe der Gleichungen

Mg
M-ATP M] K 1
—[[T/I' ATP]] = hﬁATp (31) und M} = [M]y — Mg oo 32)
J Mg] Kyarp 1 Kygarp - (MgATP]

M
Kyate * [M8]

durch Niherung ermittelt.
ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde versucht, eine Erklarung der Metallionen-Spezifitdt von ATP-abhingi-
gen Enzymreaktionen zu geben, die mit der Regel von IrviNG-WILLIAMS im Ein-
klang steht. Es wurde theoretisch deduziert und experimentell bestitigt, dass ver-
schiedenartige Uberlagerung von Aktivierungs- und Hemmwirkung bei verschiede-
nen Metallionen eine solche Erklirung ermoglicht.

Anstalt fiir anorganische Chemie der Universitit Basel

6. Uber die Struktur des Chartreusins
(Vorldufige Mitteilung)
von E. Simonitsch, W. Eisenhuth, O. A. Stamm und H. Schmid
(26. X. 59)

Chartreusin?!) (Antibiotikum X-465 A2), glycosidisches Antibiotikum von ARca-
MONE ¢! al.?) und wahrscheinlich Chartreusin-dhnliches Antibiotikum von IsHII et al.%))
aus Streptomyces wurde von STERNBACH, KAISER & GOLDBERG?) einer ersten ein-
gehenden chemischen Untersuchung unterworfen. Das Antibiotikum CgHg, 560,
gibt bei der siurekatalysierten Hydrolyse ein gelbes Aglykon C,sH;0_1,0¢ und je
eine Molekel D-Fucose und p-Digitalose. Das Aglykon selbst enthilt zwei phenolische
Hydroxylgruppen, einen Lactonring und zwei Sauerstoffatome unbestimmter Natur;
Dehydrierung eines weitgehend aushydrierten Priparates lieferte x-Methyl-2-phenyl-

1) B. E. Lreacs, K. M. CaLs0UN, L. E. JouNson, C. M. TEETERs & W. G. JacksoN, J. Amer.
chem. Soc. 75, 4011 (1953).

2) J. BERGER, L. H. STERNBACH, R. G. PoLrock, E. R. La Sara, S. KaisEr & M. W. GoLD-
BERG, J. Amer. chem. Soc. 80, 1636 (1958); cf. XIV Internationaler Kongress fiir reine und ange-
wandte Chemie, Ziirich 1955, Referatenband, S. 233.

3) F. Arcamong, F. Biziorr & T. Scorti, Antibiotics & Chemotherapy 6, 283 (1956).

4) Y. Isu1, H. Saka1, T. Tanaka, H. Vi, M. UcHivama, K. Hiravama & H. YOUCHARA,
J. Antibiotics (Japan), Ser. A, 8, 96 (1955).

5 L. H. STerNBacH, S. KaisEr & M. W. GOLDBERG, ]J. Amer. chem. Soc. 80, 1639
(1958).



