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Bei der Aufsteltung einer Phosphatbi lanz nnfer  den Be- 
dingungen der  anaeroben , ,Anreicherung" (G/~rung in einer 
lohosphathaltigen stickstofffreien Glucosel6s~mg) wurde lest.- 
gestellt,  dai~ der  Phospha~gehalt  der  mi~ kal ter  oder he i fe r  
10%iger Trichloressigs~iure extrahierbaren Frakt ionen  in der 
Smnme loraktisch unver/inder~ bleibt,  wghrend die gesa,mte 
Phosphatmenge,  die ira Verl~uf des Vorganges aus der A ~ e n -  
15sung aufgenommen wird, ira Extrak~ionsrfickstand vor-  
gefunden wh'd. Diese Fra.ktioI1, die vermutl ieh mlt~ den Struktur-  
eIementen der  Hefezelte iden~isch isf, enth/il t  das Phospha~ in 
einer schwer hydrolysierbaren,  relat iv  s~abilen Form.  

Auf Grund dieser Befm~de wird postullert ,  dab der soge- 
nannte  Harden-Young-Effek~, da~s he is t  die Anhgufung yon 
Hexosediphosphaten in g~renden zeilfreien I~efeextrM~ten nichf 
Mlein, wie seinerzeit yon Meyerho/mqgenommen wurde, dadurch 
beding~ ist, dab diesen Ex~rakten ein AT!~-hydrolysierendes 
Ferment  fehl~, soi~dern a, llgemein deshMb, weil diesen Ex- 
truk~en ein l~Iechanismus fehlt, der  die Ausseheid~mg des 
energiereich gebunde~en Phosphats  aus dem G~rprozef~ be- 
werkstetligt, und im besonderen deshMb, well bei der Her- 
stellung der Ex t r ak te  der Mechanismus zerstSrt wird, weleher 
die Phosphatfiber~ragung anf die Strukturelemer~e der Zelle 
bewirkt .  

1 Derzeitige Adresse:  I n s t i t u t e  of Zoology, Univers i ty  of Wisconsin, 
Madison, Wisconsin, U. S. A. 

2 Derzeitige Adresse:  Laborgtoire  de Chimie biologique, Fgcult~ des 
Sciences de l~ Paris,  Frankreich.  
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E i n l e i t u n g .  

u  einiger Zeit entdeekte Meyerho] a ein Enzym in der Here, welches 
die Hydrolyse yon Adenosintriphospha~ (ATP) zu Adenosindiphosphat 
(ADP) katalysiert. Meyerho/sehrieb diesem Enzym, das er als ATPase 
bezeichnete, eine sehr wiehtige Funktion zu: w/~hrend bei der G~Lrung 
in zellfreien I-Iefeextrakten eine Anh/~ufung yon I-Iexosephosphaten, vor 
allem Fructose-l,6-diphosphat, erfolg~ (Harden-Young-Effekt), sei diese 
Erseheinung bei der G/irung durch lebende Hefezellen nich~ zu beobachten, 
weft in diesen die ATPase vorhanden ist, welche bei der Bereitung der 
Extrakte  entweder zerstSrt oder abgetrennt wird. Naeh der Ansicht 
yon Meyerho] ist die Anh~Lufung yon Hexosephosphaten in den Extrakten 
darauf zuriickzufiihren, daB in diesem Medium kein anderer Weg zur 
Regeneration des ffir den G~rungsverlaui unbedingt erforderlichen ADP 
existiert als die Phosphatiibertragung yon ATP auf ttexose; es gelang 
ihm auch tatsi~chlich, dutch Zusatz eines ATP-hydrolysierenden Fermentes 
zu solehen Hefeextrakten den Harden-Young-Effekt  aufzuheben. 

Trotz dieser Beweisffihrung erschien uns sehon seit einiger Zeit die 
Theorie yon Meyerho/ zur Erkl/~rung des Harden-Young-Effektes und 
seines Fehlens bei der Giirung der lebenden Here als wenig stichhaltig. 
Vor a]lem veto Standpunkt der Energetik aus muB es als recht unwahr-  
scheinlich angesehen werden, dab die Here die wiihrend der Ggrung ge- 
schaffenen ,energiereichen" Phosphatbindungen im ATP einfach durch 
Hydrolyse beseitigt mid damit chemische Energie' ungenutzt in Wiirme 
iiberfiihrt 4. Die yon uns als Alternativvorstellung entwickelte gyloothese, 
daB das bei der G~rung der lebenden Here organisch gebundene Phosphat 
im weiteren Verlauf an Metaphosphat weitergegeben wird, d a s  als 
Phosphat- und Energiespeicher fungieren sollte, konnte allerdings trotz 
des Nachweises, daI~ die Here das ffir diese Funktion no~wendige Ferment 
besitzt 5, nicht verifiziert werden. Die Verh/~ltnisse wurden in der vorher- 
gehenden Mitteilung~ eingehend beleuchtet. 

Aus diesen Untersuchungen 6 geht aber auch ziemlich klar hervor, 
dab die Theorie yon Meyerho] ebensowenig richtig sein kalm wie unsere 
seinerzeitige Arbeitshypothese. Bei der yon Meyerho/ postulierten 
Hydrolyse miil3te naturgem/iI~ Orthophosphat freigesetzt werden, das 
entweder an das Medium abgegeben werden sollte oder in der Hefezelle 

30 .  Meyerho], J. Biol. Chem. 151, 105 (1945); 180, 575 (1949).--0.  Meyer- 
he/ und P. Ohlmeyer, ibid. 195, 11 (1952). 

40 .  Hoy]mann-Ostenho], Abstr. VIIth Internat. Congr. Cell Biol., Yale 
Univ., Newhaven 1950, S. 37. - -  O. Ho]]mann-Ostenho] und W. Weigert, 
Naturwiss. 39, 303 (1952). 

5 0. Hoffmann-Ostenho], J. Kenedy, K. Keelc, O. Gabriel und H. W. Sch6n- 
]ellinger, Biochim. Biophys. Aeta 11, 285 (1954). 

6 0. Hof]mann-Ostenhof, A. Klima t, J. Kenedy und K. Keelc, M]a. Chem. 
86, 604 (1955). 
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wiedergefunden werden kSnnte. Eine Abgabe an das i~][edium ist, wie 
wir schon in der I. Mitteilung begriindet haben, woM sehr unwahr- 
seheinJieh, da lebende Here nur unter ganz besonderen Umst~nden 
(sehwere Vergiftung) Orthophosphat wieder abgibt. Bei unseren Experi- 
menten fiber die anaerobe ,,Anreic~lerung", die ja eine GSrung in ehlem 
phosphathal~igen Medium darst~llt, konnte aber, wie Abb. 3 der vor- 
hergehenden Mitteilung zeig~, nieht etwa eine Zunahme, sondern viel- 
mehr eine sehr deutliehe Abnahme des fxeien Orfllophosphats beobachtet 
werden. 

Urn dieses Problem zu klgren, haben wir eine Phosphatbilanz auf- 
gestellt, die uns fiber das Schicksal des Phosphats in der Hefezelte Auf- 
schluB geben soll. 

~ e t h o d i k .  

Die in dieser Arbeit verwendeten Arbeitsmethoden waren vollst~tndig 
mit denjenigen identisch, welehe wir in der I. Mi6teilung dieser l~eihe 6 be- 
schrieben hatten. 

E r g e b n i s s e  and I ) i s k u s s i o n .  

Zur Aufstellung einer mSglichst vollst~ndigen Phosphatbilanz wurde 
IIefe in gleieher Weise, wie in der vorhergehenden ~[itteilung besehrieben 
wurde, der anaeroben ,,Anreieherung" unterzogen. Zu Beginn und nach 
3stfindiger Versuehsdauer wurden Proben entnommen und eine Fraktio- 
nierung vorgenommen. Aul3erdem bestimmten wlr in gesondert ent- 
nommenen Proben den Totalphosphorgehal~ der in~ak~en I~Iefe. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle I wiedergegeben. 

Tabelle 1. Ve r sueh  fiber den P h o s p h a t . g e h a l f  der  in t ak~en  Here  
und  der  e inze lnen  F ra .k t ionea  bei der  ana.eroben ,,Anreieherung". 

Die Zah]en bedeuten #g Phosphor pro g Hefe Frisehgewicht. 

Fraktion 0 ~inuten 180 l~inufen 

,,LeichflSsliche Fraktion" : 
Totatphospha~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Orthophosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7-1YIinuten-Phosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
180 -lViinut en-Phospha~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

,,SchwerlSsliche Fraktion" : 
Totalphosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
7-Minuten-Phosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
180-Minu~en-Phosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Lipoidphosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Extraktionsrfickstand (,,Zellreste") . . . . . . . . . . . . .  
Infakte I-Iefe (Totalphosphat) . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1540 
490 
385 
150 

1509 
375 
537 
265 

1720 
5750 

1943 
352 
800 
110 

1150 
525 

37 
350 

3075 
7150 

Aus Tabelte 1 geh~ vor allem hervor, dab weder in der ,,leichtlSslichen" 
noeh in der ,,schwerlSslichen Fraktion" wesentliche Mengen Phosphat 
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enthalten sind, welche nicht bei der Fraktionierung aufscheinen. Die 
Werte der Totalphosphatbest immung sind wohl durehschnittlich 35~o 
hSher als die Summe der Einzelfraktionen; dies ist abet auI die bekannte 
Tatsache zurfickzuffihren, dal3 die Hydro]yse in 7 bzw. 180 Min. nicht 
bei a]len Anteilen dieser Fraktionen komp]ett  verl~Luft. 

Wenn wit nun die Unterschiede zwischen den Anfangs- und End- 
werten betrachten, so sehen wir, dab die Anderungen der Werte f~ir den 
totalen Gehalt an Phosphat  in der ,,leichtlSslichen" Fraktion und in 
der ,,schwerl5slichen Frakt ion"  nur geringffigig sind und sich gegenseitig 
fast  aufheben. Auch die Zunahme des Lipoidphosphats ist vergleichsweise 
recht unbedeutend. Hingegen finder sich ein bemerkenswerter Anstieg 
des Phosphats  im Extraktionsrfickstand. Diese Verh~ltnisse sind in 
Tabelle 2 illustriert. 

Tabe]]e 2. V e r ~ n d e r u n g e n  des P h o s p h a t g e h a l t e s  
der  e i n z e l n e n  t ~ r a k t i o n e n  und  der  i n t a k t e n  Here  
w ~ h r e n d  der  , , a n a e r o b e n  A n r e i c h e r u n g " .  Die 
Zahlen bedeuten ttg l~hosphor pro g Here Frischgewicht. 

Fraktion Differenz 

,,LeichtlSsliche Fraktion".  . . . . . . . . . . . . . . .  
,,SchwerlSsliche Fraktion '~ . . . . . . . . . . . . . . .  
Lipoidphosphat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Extraktionsrtiekstand (,,Zellreste") . . . . . . .  
Ges~mtphosphat der I-Iefe (berechnet) . . . .  
Gesamtphosphat in der Hefe (bestimmt).. 

+ 403 
- -  359 
+ 85 
~- 1355 
~- 1484 
+ 1400 

Aus diesen Daten ergibt sich der sehr interessante Befund, dab 
praktisch die gesamte Phosphatmenge,  die w~thrend der anaeroben 
,,Anreicherung" yon der Here aufgenommen wird, im l~fickstand nach 
der Extrakt ion mit  Triehloressigs~ure und Alkohol-Xther vorgefunden 
wird. Es handelt  sich hier offenbar um einen bisher unbekannten 
Speichermechanismus fiir Phosphat.  

~Tber die Bindungsform des Phosphats in dem Extraktionsrfickstand 
k5nnen wit bisher auf Grund vorl~ufiger Versuche nut  aussagen, dal3 
es sieh bier um relativ stabile Phosphatverbindungen handeln mul l  
Nach 3stfindiger I-Iydro]yse mit  n tIC1 wird nur ein geringer Tell des 
Gesamtgehaltes an Phosphat  a]s Orthophosphat freigesetzt. Die MSg- 
lichkeit, daI~ es sich bei dem ,,Ze]lreste"-Phosphat am polymeres Meta- 
phosphat  handelt, das an Strukturelemente der Hefezelle gebunden ist, 
kalm deshalb und aueh, well die Toluidinblauf~rbung der ,,Zellreste" 
keine Spur yon metachromatischem Material zeigt, mit  einiger Sicher- 
heir ausgeschlossen werden. 

Die oben berichtete Beobachtung, daI~ praktisch das gesamte yon 
der Zelle w~hrend der anaeroben ,,Anreicherung" aufgenommene Phosphat  
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im Extraktionsri iekstand zn linden ist, w~hrend die Ver~nderungen in 
den extrahierbaren Fr~ktionen sich gegenseitig aufheben, veranl~Bte 
uns, den zeitlichen Verlauf der Phosphataufn~hme der Hefezellen und 
der K0nzentrat ion des Phosphats in den ,,Zellresten" (Extraktions- 
riickstand) zu verfolgen. Zu diesem Zweck wurden im Verlauf eines 
6stiindigen Versuchs mit  der angeroben ,,Anreicherung" stiindlich Proben 
entnommen und der TotMphosphatgehMt der Here sowie der Phosph~t- 
gehalt der Extraktionsrficksti~nde best immt.  Die Ergebnisse sind in 
Abb. 1 wiedergegeben. 

Izy P,/y llde 
/zg P/y lJefe ~ ~oo 

6ooo ~2oo0 

Z/2 1 Z 3 ~ # 6S/J, 
Zc/~- 

Abb. 1. Ver~inderungen des Total-Phospha~gehalts der Here und des Phosphatgehalts 
4er Extraktionsrfickstgnde bei tier anaeroben ,,Anreicherung". 

Wie man aus der graphisehen Darstellung ersieht, besteht trotz 
untersehiedlieher Absolutwerte eine iiberrasehende ParMteliti~t der beiden 
Kurven.  I m  Gegensatz zu den Kurven  fiir den Phosphatgehalt  der 
einzelnen Anteile der ,,leichtl6slichen" und der ,,sehwerlSslichen Frak- 
tionen" unter denselben Bedingungen (vgl. die Abb. 3 und 4 der 1. Mitt. e) 
wird bier selbst naeh 6stiindiger G~trung keine Verfl~ehung der Kurven 
beob~ehtet, vielmehr ist auch noch nach dieser Zeit ein linearer Anstieg 
des PhosphatgehMtes in beiden Kurven  erkennbar. 

Wir wenden uns nun zu nnserer ursprfingliehen Fragestellung, dem 
Problem, w~rum in der intakten Hefezelle keine Anhgufung yon Hexose- 
phosphaten, das heiBt kein Harden-Young-EfIekt ,  zu beobaehten ist. 
Wir glauben auf Grund der gesehilderten Befunde zu dem SehluB be- 
reehtigt zu sein, dab die Hefezelle in den Strukturelementen, die in unseren 
Versuehen Ms Extraktionsri iekstand anfMlen, einen Mechanismus besitzt, 
weleher ihr erl~ubt, Phosphat  in gebundener Form unbesehrgnkt zu 
speichern. Das bedeutet, dMt die Zelle, wenn ein UberschuB yon org~niseh 
gebundenem Phosphat  vorliegt, das nicht durch andere Dephosphory- 
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lierungsreaktionen verbraucht, wird, dieses nieht hydrolysiert, sondern 
an die Struktnrelemente abgibt, woes  in einer noch unbekannten Form 
gebunden wird. Ohne Zweifel kann dieses Phosphat im Bedarfsfall 
wieder mobilisiert werden. Dazu ist allerdings zu bemerken, dag das 
Phosphat in den ZelMementen kaum als ,,energiereieh gebunden" an- 
zusehen ist, da es ja sehwer hydrolysierbar ist, w~hrend alle anderen 
bisher gefundenen ,,energiereiehen" Phosphatbindungen leicht hydroly- 
sierbar sind. Das Fehlen der Struktnrelemente mit dem Speieherungs- 
meehanismus ist somit, der wahrseheinlieh am meisten ins Gewieht 
fallende Grnnd fiir das Auftreten des Harden-Ym~ng-Ef fek tes  in den 
g~rf~thigen Hefeextrakten. 

~be r  die Fermente, welche bei der Speieherung des Phosphats an 
den Zellelementen beteiligt sind, kSrmen wit naturgem~B noch keine 
Aussage maehen. Immerhin ist es wahrseheinlieh, da[3 es ein Enzym 
oder Enzymsystem gibt, welches die [~'rbertragung yon Phosphatresten 
yon ATP auf die Strukturelemente der Zelle bewirkt. 

Wir m6ehten in diesem Zusammenhang eine Vermutung ~uBern, die 
zur Zeit noeh sehr spekulativen Charakter tr/~gt, abet unserer Meinung 
nach einige Wahrscheinlichkeit fiir sieh hat:  Wie in so vielen F~llen 
yon Fermenten mit hydrolysierender Wirkung ist aueh N r  diejenigen 
Enzyme, welehe ATP hydrolysieren, in den wenigsgen F~.llen eine plausible 
biologisehe ~unktion gefunden worden. Es w~re nun denkbar, dal3 diese 
Fermente i n  vivo auger ihrer hydrolysierenden Wirkung auch eine fiber- 
tragende Wirkung ausiiben, was dadureh unterstiitzt werden k6nnte, 
d~B sieh das Akzeptorsubstrat innerhalb der Zelle dutch deren strukturellen 
Aufbau in der Nghe des Wirkungsortes des Fermentes befindet. Dam it 
bestiinde die biologische Funktion derarfiger Enzyme in der ~bertragung 
yon Phosphat auf ein noeh unbekanntes, vielleieht strukturgebundenes 
Akzeptorsubstrat; bei der Abtrennung der Fermente aus der Zelle ginge 
diese r~nmliehe NiChe des Akzeptorsubstrats verloren und in Versuehen 
in  vitro w~re dann nut  mehr die hydrolysierende Wirkung zu beobaehten. 
Eine solehe Funktion w~re z. B. fiir die sogenannte ATPase der Hefe 
yon ~l/Ieyerhop sehr gut vorstellbar; dieses Enzym ist strukturell in den 
ZelleIementen verankert und kann aus diesen nut  mit Hilfe yon Ultra- 
sehatl abgetrennt werden. Es w~re somit denkbar, dab dieses Enzym 
i~ vivo die ~bertragung der Phosph~treste yon ATP ~uf das noeh un- 
bekannte Akzeptorsubstrat der Zellelemente katMysiert. Fiir unsere 
Vermutung sprieht fibrigens auch, dag besonders in den letzten Jahren 
zahlreiehe Beispiele dafiir bekamat geworden sind, dag Fermente, die 
man bisher Ms typische Hydrolasen aufgefagt hatte, aueh imstande sind, 
Ubertragungsreaktionen zu bewirken 7. 

7 Vgl. dazu z. B.  K .  Wallenlels, in ,,Biologic und Wirkung der Fermente", 
Koll. Ges. physiol. Chem., S. 160. Berlin. 1953. 


