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(Eingegangen am 29 Juli 1938.) 
In  einer zusammenfassenden Arbeit hat H. Albersl) 1936 versucht, 

das Problem der Fermente unter einem einheitlichen Gesichtspunkt zu be- 
trachten, der an Hand des vorliegenden Materials die zusammengesetzte 
Natur der Fermente im Sinne der Traigertheorie von A. P. M a t h e n s  und 
T. H. Glenn2) annahm: 

,,Das vollstkdige Yolekul eines Fermenfes, das Holoferment, entsteht in einer 
Gleichgewichtsreaktion durch Vereinigung einer niedermolekularen Komponente, des 
die Wirkungsgruppe bzw. die Wirkungsgruppen enthaltenden Cofermentes mit einer 
spezifischen hochmolekularen Tragerkomponente. dem Apoferment : 

Coferment + Apoferment + Holoferment. 
Die Cofermente sind wirkliche Bestandteile des Fermentmolekiils." 

Zweifellos wiirde der generelle Nachweis, d& a l le  Fermente zusammen- 
gesetzter Natur seien, eine wesentliche Vereinfachung in der Fermentchemie 
bedeuten. Dariiber hinaus sind es medizinische Belange, die die Kenntnis 
vor allem der Cofermente wertvoll erscheinen lassen mit Bezug auf die Vitamine 
und Hormone, denn nach unserer heutigen Kenntnis sind die Vitamine oft 
die chemischen Vorstufen der aus ihnen entstehenden Cofermente, und auch 
von den Hormonen darf man vermuten, daB sie sich cofermentartig mit 
spezifischen Eiweaen vergesellschaften. Die Eu le r  schen Begriffe ,,Vitazym" 
und , ,Hormozym" als Bezeichnung solcher fermentartigen Symplexe deuten 
dieses Geschehen an. - Wir wollen im folgenden am besonderen Beispiel der 
Phosphatasen untersuchen, wie weit man Hinweise auf das Wirken der Co- 
fermente im Zellgeschehen und auf ihr Verhalten in vitro gewinnen kann. 
An dieser Stelle wollen wir es uns dabei ausdriicklich versagen, noch offene 
Fragen iiber die zusarnmengesetzte Natur bisher nicht aufgetrennter Fermente, 
vor allem der krystallisierbaren Proteasen (Pepsin, Trypsin), im positiven 
oder iin negativen Sinne zu beriihren; auch halten wir es fiir verfruht, ohne 
experimentelle Beweise neue Theorien uber ihr Aufbauprinzip zu ent- 
wickeln3). Wir werden auf die Frage der Proteasen in einer spateren ArbeQ 
zuriickkommen. 

Auf Grund der umfangreichen, schon statistisch auswertbaren Arbeiten 
iiber den Bau und die Spezifitat der Cozymase konnte der Schlul3 gezogen 
werden l ) ,  daB die W ir ku ngs-Spezifitat eines Fermentsystems ausschlieSlich 
durch die im Coferment enthaltene Wirkungsgruppe (in diesem Falle Nicotin- 
saureamid ")) und die Substratspezifitat allein durch das Apoferment bestimmt 
wird. Bei Ubertragung dieses Satzes auf die Phospha ta sen  wird man 
erwarten durfen, daB ihre gleiche Wirkungsspezifitat, ihr Vermogen, Ester 
der Phosphorsaure zu spalten, zuriickgeht auf in ihrem Molekiil vorhandene 
gleiche oder zum mindesten nahe verwandte Cofermente mit gleicher 

*) V. Mitteil.: B. 68, 1443 [1935]. 
l) Angew. Chem. 49, 448 [1936]. 

4, H. v. Euler,  H. Albers u. F. Schlenk,  Ztschr. physiol. Chem. 237, I [1935j; 

a )  Journ. hiol. Chem. 9, 29 [191lI. 
rergl. W. Langenbeck.  Chem.-Ztg. 60, 953 119361. 

240, 140 [1936]. 
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Wirk~ngsgruppe~), und daQ ihre Substrat- und ihre pE-Spezifitat zuriickgeht 
auf chemisch verschiedene  Apofermente. (Wir setzen dabei als wahr- 
scheinlich voraus, daQ die Spezifitat der isodynamen Phosphatasen, denselben 
Phosphorsaureester bei unterschiedlichen Wasserstoffionen-Konzentrationen 
spalten zu konnen, als eine Abart der Substratspezifitat zuruckgeht auf eine 
Auswirkung der verschiedenen Apofermente.) 

Aus den bisher bekannten Beispielen uber die -4uftrennbarkeit von 
Fermenten in Coferment und Apoferment ist zu ersehen, daQ die Bindung 
Coferment-Apoferment von sehr unterschiedlicher Festigkeit ista). Die 
Cozymase ist nicht umsonst wegen der leichten Dissoziation des Holozymase- 
Symplexes schon so fruhzeitig von A. H a r d e n  und W. J. Young') entdeckt 
worden ; die Esterase, das Flavinfernient sind wesentlich schwieriger aufzu- 
trennen. Man wird bei der Kompliziertheit des Aufbaus der Fermente nicht 
erwarten diirfen, allgemein giiltige GesetzmaQigkeiten fur ihre Auftrennung 
aufstellen zu konnen - vor allem die Labilitat des Eiweaanteils stellt einer 
solchen Aufgabe groote Schwierigkeiten entgegen -, und selbst wenn es jetzt 
gelingt, unter bestimmten Voraussetzungen der Reinheit der verwendeten 
Praparate und der Losungseigenschaften im Falle der Phospha ta sen  
hestimmte Gesetze fur die Auftrennung zu erkennen, so konnen diese Erkennt- 
nisse wohl als Richtlinien, noch nicht aber als etwasEndgiiltiges oder Allgemein- 
giiltiges hehandelt werden. 

I) D i e S t a b  il i t  a t  sv  er h a1 t n i s s e d e r  N i er en p h o s p h a t a s  e. 
Wahlt man fur den Nachweis der Auftrennung eines Fermentsystems 

das klassische Experiment der Dialyse, so zeigt sich, daQ unreine Phosphatase- 
losungen ohne Verlust ihrer Wirksamkeit dialysiert werden konnens) , da13 aber 
von einem bestimmten Reinheitsgrad an ein Wirksamkeitsverlust eintritt 9). 

Durch Zugabe der AuQenflussigkeit des Dialpators kann eine Aktivierung 
ohne weiteres nicht wieder erreicht werden; also hatte man nach dem iiblichen 
Gebrauch schlieQen mussen, da13 die Phosphatase zu den nicht auftrennbaren 
Fermenten gehore, und daQ der Wirksamkeitsverlust durch eine verringerte 
Haltbarkeit des dialysierten Fermentes bedingt sei. Wir haben nun die 
Bedingungen fur die Haltbarkeit - ohne Dialyse - genauer untersucht und 
dabei zunachst festgestellt, daQ der Sauerstoff der Luft darauf gar keinen oder 
nur einen geringen EinfluQ hat. Das wesentliche zerstorende (besser storende) 
Element ist die Acid i ta t  der Losung. Dieser Befund bietet nichts Un- 
erwartetes, sind doch Einfliisse der Wasserstoffionen-Konzentration auf die 
Haltbarkeit von Fermentlosungen genugsam bekannt. Allein die nahere 
Untersuchung zeigt, da13 wir es hier nicht mit einer einfachen Ferment- 
zerstarung zu tun haben, sondern daS der Wirksamkeitsverlust bedingt ist 
durch eine m-abhangige Dissoziat ion der Holophosphatase in Coferment 
und Apoferment. 

5, Wie etwa im Falle der Cozyniase und der Codehydrase 11, die beide die Wirkungs- 

a) Keinesfalls darf allgemein von einer , ,lockeren Bindung" 7 als kennzeichnend 

7) Journ. Physiol. (Proceed.) 32,I [1905]; Proceed. chem. SOC. London 21, 189 [1905]. 
8 )  vergl. H. D. J e n n e r  u. H. D. K a y ,  Journ. biol. Chem. 93, 733 [1931]; S. U z a w a ,  

s, H. u. E. Albers ,  Ztschr. physiol. Chem. 232, 165 [1935]. 

gruppe des Pyridinkerns enthalten. 

fur die Bindung zwischen Coferment und Apoferment gesprochen werden. 

Journ. Biochemistry 16, 1 [1932]. 
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Setzt man Liisungen hochge- 
reinigter Nierenphosphatase s, lo) 

langere Zeit bei Zimmertempe- 
ratur der Einwirkung bestimmter 
Wasserstoffionen - Konzentratio- 
nen aus, und bestimmt man nach 
gegebenen gleichen Zeiten die 
noch vorhandene Aktivitat, so 
erhalt man Kurvenbilder nach 
Art der Kun-en I und I1 der 
-1bbild. 1. Sie zeigen, daQ die 
Xerenphosphatase, die bei einem 
pH von 9.25 optimal wirksam 
ist, im alkalischen Gebiet voll- 
kommen stabil ist, daQ aber 
ein steiler Abfall der Stabilitat 
einsetzt bei einem p~ von 6, und 
daQ schon bei einem pH von 4.5 
kaum noch Phosphatase nach- 
weisbar ist. Die so gewonnene 
St a bi l i  t a t  s-pH- K u r  v e steht 
in keinerlei Beziehung zur be- 
kannten Ak t  iv  i t  a t s-pH- Kur ve  
(Abbild. 1). .Sollte die Stabili- 
tats-h-Kurve lediglich eine 
Fermentzerstorung beschreiben, 
so tniil3te ihre .Cage, insbeson- 
dere ihre Steilheit, abhangig 
sein von der Inaktivierungs- 
Zeit und von der Art des 
verwendeten Ferments. Das ist 
nicht der Fall, die mit ver- 
schiedenen Fermenten aufge- 
nommenen Kurven I und I1 
haben sehr angenahert die 
gleiche Lage. Verfolgt man 
zudem den zeitlichen Verlauf 
der Inaktivierung in dem kri- 
tischen I>H-Intervall, so st6Qt 
man auf die sehr merkwiirdige 
Tatsache, daQ sich offenbar 
G1 eic h g e w i c  h t e einstellen : die 
Inaktivierung schreitet nur bis 
zu einer gewissen Grenze fort 
(Abbild. 2). Weiter zeigt sich, 
da13 die Inaktivierung im kri- 
tischen pH-Interval1 reversibel 

1 0 )  H. 11. E. Albers ,  Ztschr. 
physiol. Chcm 983. 189 r193.51. 
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Sbbild. 1. K u r v e  d e r  Tr i ibungss ta  
in Abhangigkeit vom p ~ :  

Ordinate : relative Triibungsstarke in Photo- 

Abszisse : p~ der Fermentlosung (Sierenphos- 
metergraden, 

phatase). 
S t a b i l i t a t s - p H - K u r v e n :  

Ordinate : relative Aktivitaten der Ferment- 
losungen nach 45- (I, 11) bzw. 24- (111)-stdg. 
rlufbewahren (Zimmertemperatur) bei den 
jeweiligen pH-Werten, ausgedriickt in den 
durch die Lijsungen bei ihrem Reaktions- 
optimum ( p ~  9.25 u. 4.0) erzeugten Anfangs- 
geschwindigkeiten (inl0Min. freigelegte mgP), 

Abszisse : Aufbewahrungs-pH der Ferment- 
losungen. 

A k t i v i t a t s -p  H - I( u r v en : 
Ordinate: relative -4ktivitaten bei dem je- 

weiligen Reaktions-pH, ausgedriickt durch die 
Anfangsgeschwindigkeiten (in 10 Min. frei- 
gelegte mg P). 

Abszisse: p~ der Keaktionsansatze. 
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Tafe l  1. 
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pE-Wert der bei 1 8 O  aufbewahrten Losung 

Aktivitat (in PE/cc) nach . . . . . . . 0 Min. 
75 ,, 

185 ,, 
25 Stdn. 

-4ktivitat der Losung nach Aufbewahrung 
9.0 und 18O iiber . . . . . .31/, Stdn. bei 

2.3 ) ,  
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0 O\ 
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13.5 

4.50 I 2.95 

Die Pfeile geben die Art der Reaktirierung an: z. €3. hat die 155 Min. bei p~ 4.50 
gestandene Losung noch eine Aktivitat ron 9.3 PE/ccm, die nach 3l/,-stdg. Aufbewahren 
bei PH 9.0 auf 12.3 und schliefllich nach 23-stdg. Aufbewahren auf 15.8 PE/ccm u-ieder 
ansteigt. 

B s l  

Abbild. 2. 
Ordinate : relative 

Aktivitaten der 
Fermentlosungen 
nach den jeweili- 
gen -4ufbewah- 
rungszeiten, 

Abszisse: Aufbewah- 
rungszeiten in 
Stunden. 

ist : die wieder auf das Stabilitatsoptimum, auf 
pH 8-9, gebrachten Inaktivierungsgemische gewin- 
nen im Laufe der Zeit in urn so hoherem MaBe 
ihre alte Aktivitat zuriick (in der Abbild. 1 durch 
die Hohe der Pfeile gekennzeichnet), je geringere 
Zeiten sie dem Inaktivierungs-pH ausgesetzt waren, 
und je weniger sauer die Losungen waren (Tafel 1). 
Die Reaktivierung ist wie die Inaktivierung eine 
langsam verlaufende Reaktion, die nach . gleichen 
Zeiten gleiche Aktivitaten erreichen la&. Im starker 
sauren Gebiet wird das Ferment irreversibel zer- 
stort (vergl. Abschn. V). 

Es ware denkbar, daS das beschriebene p ~ -  
abhangige Gleichgewicht einer reversiblen Umwand- 
lung des Fermentproteins in ein denaturiertes, fer- 
mentativ inaktives meta-Protein12) entsprache. Solche 
reversiblen Denaturierungen sind in der Eiweil3- 
chemie zwar bekannt, aber der Gang unserer Unter- 
suchungen legte eine andere Erklarung nahe, die 

auch nach dem Aussehen der Stabilitats-pH-Kurve als einer typischen 
Dissoziationsrest-Kurve wahrscheinlich war. Die Inaktivierung konnte nam- 
lich bedingt sein durch ein pa-abhangiges Dissoziationsgleichgewicht : 

Holophosphatase Cophosphatase + Apophosphatase. 
Der Ladungss inn  des Holofermentes wiirde mithin verantwortlich gemacht 
fur seine Dissoziationsneiguiig : das in der alkalischen Losung als Anion vor- 
liegende Fermenteiwea ware stabil, beim Ansauern der Losung wurde es 
isoelektrisch und schliel3lich kationisch aufgeladen ; mit dieser Umladung 
ginge eine Dissoziation einher. 

l1) Das Ferment reaktiviert sich wahrend der bei PH 9.10 ablaufenden Reaktion: 
nach 10 Min. ist die Aktivitiit 0, nach 50 Min. Reaktionsdauer werden 2 PE/cc gemessen. 

18) vergl. H. Theore l l ,  Biochem. Ztschr. $90, 293 [1937]. 
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DaB bei stufenweiser pH-Anderung eine Umladung statthat, kann fur 
das EiweiSmolekiil der Phosphatase als sicher angenommen werden ; nach- 
weisen laBt diese sich in konzentrierteren Losungen durch das Entstehen und 
Wiederverschwinden einer Triibung im Gefolge der pH-Anderung. Offenbar 
ist das anionisch geladene Fermenteiwea ( p ~  1 0 6 )  in Wasser leicht loslich; 
im isoelektrischen Gebiet (pH 6-5)  tritt - wie bei sehr vielen EiweiOen - 
Schwerloslichkeit auf ; das schlieBlich entstehende Kation (pH 5-3) ist wieder 
loslich. MiBt man die Triibungsstarken einer solchen Liisung in Abhangigkeit 
vom pH, so erhalt man die obere Kurve der Abbild. 1; sie stellt in ihrem 
ansteigenden Ast nach Veranderung des OrdinatenmaBstabes annahernd ein 
Spiegelbild der Stabilitats-pH-Kurve dar. Das bedeutet im Sinne unserer 
hnnahme, daB das durch die zunehmenden Triibungsstarken angezeigte iso- 
elektrische Zwit  t er ion und wahrscheinlich auch das Kation in seine Kom- 
ponenten Coferment und Apoferment dissoziiert. Es  besteht also ein Gleich- 
gewicht 13) 

PH [Holof.]- y-+ + [Holof.]- ~2 Cof. + Apof. 

, 
P ~ &*'' 

+ [Holof.] 

\Venn die Erklarung richtig ist, mu13 es moglich sein, im Giiltigkeitsbereich 
dieses Gleichgewichtes, d. h. etwa vom p H  6 - 5  im Bereich des abfallenden 
Astes der Gabilitats-pA-Kurve und dariiber hin- 
aus, das niedermolekulare Coferment durch Dialyse 
abzutrennen und das gewonnene Apoferment 
wiederum durch Cofermentzugabe zum Holoferment 
zu erganzen. Im Existenzbereich des Ferment- 
Anions hingegen, im alkalischen Gebiet, sollte 
eine -\btrennung nicht moglich sein. Das Experi- 
ment bestatigt beide Voraussagen (vergl. Tafel2); 
man gelangt in der Tat bei vorsichtig geleiteter 
saurer Dialyse der Nierenphosphatase zu apoferment- 
haltigen Praparaten, die recht gut durch Coferment- 
praparate verschiedener Herstellung aktivierbar 
sind (-4bbild. 3). Dami t  i s t  d ie  zusammen-  
gese tz te  N a t u r  der  Nierenphosphatase  e r -  
n-iesen u n d  d i e  wicht ige T a t s a c h e  festge-  
s t e l l t ,  daB der  Ladungss inn  eines  Fe rmen tes  
von en tsche idender  Bedeu tung  sein kann  
f iir s e i n e D i s s o z ia  t i on s n eigu ng14). 

Inaktiviernng und Reaktiviernng bei m-hde rung  
sind somit im Sinne der gemachten Annahme als Disso- 

Abbild. 3. 
Kurve I : Apoferment- 

haltige Nierenphos- 
phatase. 

Kurve I1 : Aktivierung 
durch gereinigte Co- 
phosphatase. 

Kurve 111: Hemmung 
durch den von der 
Cophosphatase abge- 
trennten Hemmstoff 
(vergl. Abschn. V) .  

1 3 )  cber den Ladungssinn von Coferment und Apoferment sol1 vorerst nichts aus- 
pesagt werden. 

14)  In der manchmal mit Erfolg verwendeten Dialyse von Fermentlosungen gegen 
rerd. Salzsaure zum Zwecke der Auftrennung ist danach offenbar ebenfalls der Zusamen- 
hang zwischen Ladungssinn und Dissoziationsneigung zu sehen (Flavinferment : Theorel l .  
Biochem. Ztschr. 272, 155 [1934]; 278, 263 [1935]; Katalase: K. Agner, Ztschr. physiol. 
Chem. 235, I1 [1935]; Esterasen: W. v. Pantschenko-Jurewicz u. H. Kraut,  Bio- 
chem. Ztschr. 285, 407 [1936j). 

Bcrichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LSXI.  123 
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ziation des Fermentmolekiils und als Assoziation seiner Komponenten erklart . - 
Der langsame Verlauf 15) beider Reaktionen (Abbild. 2, Tafel 1) sollte offenbar 
eine salzartige Bindung zwischen Coferment und Apoferment ausschlieBen, fur 
die eine augenblicklich verlaufende Ionenreaktion zu erwarten ware. Aber wir 
wissen vorerst nicht, ob nicht die langsame Reaktion durch einen reversiblen 
cbergang des Apofermentproteins in ein nicht mehr mit dem Coferment kuppe- 
lungsfahiges meta-Protein bedingt wird, so wie es in ahnlicher Weise auftritt 
beim Flavin-Apoferment l2). In  dem Fall wiirde die salzartige Verknupfung nur 
nach MaBgabe jenes langsamen Ubergangs voranschreiten konnen. Im anderen 
Fall ni c h t-salzartiger Bindung konnte man leicht hydrolysierbare Haupt- 
valenzbindungen, etwa Ester- oder Saureamid(Peptid)-Verkettungen, dis- 
kutieren, man hatte allerdings dabei deren z. T1. geringe Stabilitat im alka- 
lischen Gebiet zu berucksichtigen. - 

11) Die S t a b  i 1 i t  a t  sv  e r  h a1 t ni s s e d e r 0 b er h e f e n p  h osp h a t a s e. 
Die Untersuchung der Stabilitatsbedingungen der Oberhefenphospha- 

tasele) gehen in grundsatzlich gleicher Weise vor sich wie bei der Nieren- 
phosphatase. Sie hat ein Reaktionsoptimum (fur die Spaltung von P-Glycero- 
phosphat) bei einem pH von 4 (Abbild. 1). Nach eintagigem Stehenlassen 
bei verschiedenen Wasserstoffionen-Konzentrationen zeigt sie Inaktivierungs- 
effekte, die die Stabilitats-pH-Kurve I11 der Abbild. 1 beschreibt : die Ober- 
hefenphosphatase ist stabil zwischen den pn-Werten von etwa 3.5-5.5, 
im alkalischen sowie im sauren Gebiet zeigt sie einen Abfall der Aktivitat. 
Wir betrachten zunachst nur den Abfall zum alkalischen: wir schlieWen 
daraus, daB offenbar das isoelektrische oder das anionisch aufgeladene Rlo- 
lekul der Oberhefenphosphatase unter scheinbarer Inaktivierung in seine 
Komponenten dissoziiert. Dann diirfte eine Dialyse der Oberhefenphospha- 
tase nur im Dissoziationsgebiet zwischen p~ 5.5 und 7.5 zu einem reaktivier- 
baren Apoferment fuhren, wahrend eine Dialyse bei den m-Werten zwischen 
3.5 und 6 keine WirksamkeitseinbuBe des Ferments zeigen diirfte. C-nter 
Vorausnahme eines Ergebnisses des nachsten Abschnittes finden wir, daB 
wieder das Experiment b eide Voraussagen bestatigt ; das gewonnene Apo- 
ferment ist durch Cophosphatase zum Holoferment zu erganzen. D a mi t 
i s t  d ie  zusammengese tz te  N a t u r  auch  der  Oberhefenphospha-  
t ase  be wiesen. 

111) C of er m e n t -W a n der  u ng en. 
Einleitend hoben wir hervor, daB die Phosphatasen wegen ihrer Wir- 

kungsgleichheit das gleiche Coferment besitzen m a t e n .  Es sollte also moglich 
sein, mit Hilfe des Coferments der Oberhefen-Phosphatase ein Nieren-Apo- 
ferment zur vollstandigen Holophosphatase zu erganzen und umgekehrt auch 
die Oberhefen-Holophosphatase aufzubauen aus ihrem Apoferment und der 
Nieren-Cophosphatase. Beide Vorgange sind realisierbar unter Berucksichtigung 
der in den vorhergehenden -4bschnitten erkannten Dissoziationsverhaltnisse : 
Nieren-Apophosphatase wird bei pH 9 mit Oberhefenphosphatase versetzt, 

1 7  Bei den Apoesterasen wurde eine ahnlich langsame Vereinigung mit der Co- 

16) H. u. E. Albers ,  Ztschr. physiol. Chem. 235, 47 [1935]; Ark. Kemi, Mineral.. 
esterase beobachtet (v. P a n t s c h e n k o - J u r e w i c z  u. K r a u t ,  1. c .) .  

Geol. 12 B, Nr. 3 119351. 
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die bei dieser Alkalitat vollkommen inaktiv ist (Abbild. 1 u. 4). Die nach 
gegebenen Zeiten entnommenen Proben ergeben bei der Aktivitatsbestimmung 
mehr und mehr ansteigende Reaktions- 
kurven (Abbild. 4). Sie zeigen, daS in 
meSbar langsamer Reaktion Nieren- 
phosphatase gebildet wird, da13 also 
die bei p~ 9 freigelegte Oberhefen- 
C ophosphatase zusammengetreten ist 
rnit dem Nieren- Apoferment. - Dabei 
wird die 'urspriingliche Aktivitat nicht 
wieder erreicht, und zwar auch dann 
nicht, wenn dem Nieren-Apoferment 
die doppelte Menge Oberhefenphos- 
phatase zugesetzt wird: nach 10-stdg. 
Einwirkung wird eine mit der 10-Stdn.- 
Kurve der Abbild. 4 identische Re- 
aktionskurve erhalten. Daraus ist zu 
schlieSen, daS das Apoferment durch 
die Dialyse zum Teil geschadigt wurde; 
nur seine noch ungeschadigt vor- 
liegende Menge begrenzt die Hohe der 
erreichbaren Aktivierung. 

Den Typ der Wiedervereinigungs- 
Reaktion von Apophosphatase und 
Cophosphatase erkennt man aus der 
nachsten Kurve der Abbild. 5, die durch 
Auftragen der aus den Reaktionskur- 
ven entnommenen Anfangsgeschwindig- 
keiten gegen die Vereinigungszeiten ge- 
wonnen wird: sie zeigt das typische 
Bild einer au toka ta ly t i s ch  sich be- 
schleunigenden Reaktion. [Es bedarf 
aber noch der Aufklarung, ob es sich da- 
bei um eine echte Autokatalyse handelt, 
oder ob nicht vielmehr zwei bzw. 
drei sich ergiinzende Reaktionen ver- 
schiedener Geschwindigkeit gleichzeitig 
ablaufen : eine 1angsameDissoziation der 
Oberhefenphosphatase, eine Umwand- 
lung von meta-Protein in kuppelungs- 
fahiges Apoferment-Protein 17) (groBere 
Geschwindigkeit) und die mit diesem 
erf olgende Vereinigung der Cophospha- 
tase zum Holoferment.] - 

Den umgekehrten Vorgang zur 
Synthese der Nierenphosphatase bildet 

Kurve I: Reaktionskurve der Nieren- 
phosphatase vor der Dialyse, 

Kurve 11: Reaktionskurve der aus der 
Nierenphosphatase I gewonnenen Apo- 
phosphatase, 

Kurve 111: Reaktionskurve der zur 
Coferment-ubertragung verwendeten 
Oberhefenphosphatase (m 4.0; ohne 
Mg), 

Kurve IV: Reaktionskurve der gleichen 
Oberhefenphosphatase bei p~ 9.1, 

Kurvenschar V : Reaktionskurven von 
Nieren-Apophosphatase 11, die iiber 
wechselnde Zeiten mit einer jeweils 
gleichen Menge von Oberhefenphospha- 
tase I11 bei PH 9.1 reagierte (Prufan- 
satze rnit Mg, p~ 9.1). 

Die fur die Versuche verwendeten Fer- 
mentmengen sind gleich. 

17) Auf eine Umwandlung Apoferment-Protein -+ meta-Protein wiirde die Art der 
pH-Abhangigkeit der Triibungsstarken von Nierenphosphataseliungen hindeuten. 
(Abbild. 1.) 

123+ 



1920 A 1 b e r s , Be ye r , Bo h n en kam p , Nu 11 e r : TTahr~. 71 

die Synthese der Oberhef enphospha ta se  aus Oberhefen-Apophosphatase 
und Nieren-Cophosphatase : Kerenphosphatase wird bei einem pR von 4.8 
_ .  dissoziieren gelassen. Diese 

Losung, die nunmehr freies 
Coferment enthalt, wird mit 
Oberhef en- Apof erment zusam- : f f 1  2 1 k~suc~s"e!'$ stiinmten mengehracht, Zeiten und wird nach jeweils be- 

420 
,070 ihre Aktivitat bestimmt. So ,- 71 12 ergeben sich die Reaktions- 

J,h? kurven der Abbild. 6. Sie zei- 
Abbild. 5. K u r w  der Reaktion : Oberhefen-Cophos- gen, daB Oberhefenphospha- 
phatase + Nieren-Apophosphatase --L Nieren-Holo- tase neu entsteht, und zwar 

phosphatase. xiederum in meBbar langsamer 
Ordinate : Anfangsgeschwindigkeitcn in nig P nach Reaktion, obgleich das notwen- 

5 Min., z. TI. entnommen aus der Kurl-enschar V dige Coferment in diesem ~ ~ 1 1  
von vornherein als bereits frei- der Abbild. 4 (Versuchsreihe 111, 

Abszisse : Reaktionsdauer in Stunden. gelegt zur Verfugung stand. 
Die Nie renphospha ta se  u n d  d i e  Oberhefenphosphatase  be- 

s i t zen  somit  d a s  gleiche,  gegeneinander  aus t auschba re  Cofernient. 
Damit ist die friiher la) ausgesprochene 
Annahme, daB die wirkungsgleichen 
Phosphatasen die gleiche Cophospha- 

Q tase enthalten, fur jene beiden Fermente 
bewiesen und, da die Coferment-Gleich- 
heit hier trotz der sehr verschiedenen 
Herkunft und trotz des verschiede- 3 
nen Verhaltens vorliegt, auch fur die -$ 

sen sehr  wahrsche in l ich  gemacht. & 
Interessant ist dazu die Frage 

der Aktivierbarkeit der Phosphatasen 
durch Magnesium-Ionen. Bekanntlicli 
wird Nierenphosphatase durch Magne- 

MIL? phosphatase hingegen wird gehemmt 16). 

trotz des gleichen Cofermentanteils also phosphatase vor der Dialyse, 
entgegenges?tzt; offenbar ist es die Knrre 11: Reaktipnskurve der aus der 
Verschiedenheit der Apofermente, die in gleichen Oberhefenphosphatase I Be- 
die Art der Magnesiumwirkung ein- wonnenen Apophosphatase. 
greift. Im Hinblick auf die Substrat- Kurl-enschar I11 : Reaktionskurven ron 
spezifitgt der Apofermente kann man Oberhefen-Apophosphatase 11, die iiber 
darin cine Stiitze fiir die Ansicht wechselnde Zeiten mit einer jeweils 
E. B auer2.0) erb1iden, daB das Magne- deichen Nierenphosphatase rea- 

gierte. 
sium das Sub s t  r a t  durcll ,,Auf- ~i', T.erwendeten Fermentmengen sind 
lockerung" aktiviere. gleich, Priifansatze ohne Mg, PH 4.0. 

la) Vortrage auf dem Reichstreffen d. Dtsch. Chemiker, Frankfurt 1937, und anf der 

lo) H. E r d t m a n ,  Ztschr. physiol. Chem. 1 2 ,  182 C19271; 177, 211 [1928]. 
l o )  Ztschr. physiol. Chem. 248, 213 119371. 

I 

b 

iibrigen wirkungsgleichen Phosphata- '.\ t 

sium-Ionen aktiviert l9), Oberhefen- 5 10 75 20 

Abbild. 6. 
Die Wirkung des Magnesiums 'st Kur\--e I Reaktionskurre der fJberhefen- 

Chemiedozententagung, Braunschweig 1936. 
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2.95 14.5 

0.19 

0.17 3.6 

0.13 

IV) Dissoziat ion d e r  Phospha ta sen  und  Massenwirkungsgesetz. 
Das Dissoziationsgleichgewicht : Holophosphatase + Cophosphatase + 

Apophosphatase m d  nach dem Massenwirkungsgesetz durch Verdiinnen des 
Systems nach rechts verschoben werden konnen. Ein Hinweis, daG Phospha- 
tasen in verdunnten Losungen zum Teil dissoziieren, liegt schon in der ge- 
ringeren Haltbarkeit solcher Losungen gegenuber ihren gleichartig behandelten 
konzentrierteren Ursprungslosungen. Man pflegt solche Effekte im Labora- 
torium mit der ,,geringeren Stabilitat" verdunnter Fermentlosungen abzutun ; 
daW hier aber haufig nur Dissoziationen vorliegen, die einesteils den Gehalt 
an aktivem Holoferment verringern, und in deren Folge anderenteils das 
meist sehr labile freie Apoferment und oft auch das Coferment zerstort wird, 
laBt sich durch Dialysen leicht erweisen. Immer dialysieren verdiinnte Phos- 
phataselosungen vie1 weitergehend.(Tafel2), immer liefern sie auch schnel ler  
gute Apofermentpraparate als konzentrierte Losungen, in denen von vorn- 
herein weniger freies Coferment der Dialyse zur Verfugung steht. 

Tafe l  2. 
D i a 1 y s e T' er sc  h i e d e n k on z e n t r i e r t er N i  e r en p h 0 s  p h a t a s h l o s u n g  en. 

14.5 14.5 

13.3 
2.0 

0 
2 

16 
20 
21 
22 
25 
37 

w e  be 
.g. I1 - 
16.4 

7.5 

6.6 

SO 
76 5 

49.5 

rlktivitaten in PE/cc 
PH 5.6 
,g. I11 - 

12.3 

4.1 
3.6 
2.1 

V) Umwandlung der  Cophosphatase  i n  e inen Hemmstoff .  
Schon in fruheren A4rbeiten9)10)16) fanden wir, daB in der Natur ein 

niedermolekularer Hemmstoff als Begleiter einiger Phosphatasen vorkommt . 
Dieser Hemmstoff entsteht offenbar aus der Cophosphatase selber. Er bildet 
sich leicht schon unter phy-siologischen Bedingungen in verdiinnten, schwach 
sauren Losungen hochgereinigter Nierenphosphatase : Halt man Ferment- 
losungen bei verschiedenen Aciditaten (pH 2-8) uber 10 h h .  be i  35O und 
bestimmt sodann die jeweiligen Aktivitatenzl), so ergibt sich eine Stabilitats- 
pE-Kurve (Abbild. 7, Kurve I), die gegenuber der bei Zimmertemperatur ge- 
wonnenen (Abbild. l) ein ganzlich anderes Aussehen zeigt : nach anfanglichem 
leichten Abfall sinkt die Aktivitat zwischen pH 3 u n d  4 (statt vorher zwischen 
5 und 6) plotzlich auf Null. Selbst wenn man nach dem Ergebnis des vorher- 
gehenden Abschnittes berucksichtigt, da13 in der verwendeten verdunnteren 
Ferment-Losung eine weitergehende Dissoziation statthatte, muB man an- 
nehmen, daB dem Abfall der Aktivitat eine Zerstorung oder eine Umwand- 
lung entweder des Apoferment- oder des Coferment-Anteils oder beider zu- 
grunde liegt. - 

*l) Die Aktivitaten sind graphisch aus Bestimmungen, z. B. nach 5.  10, 20, 40, 
100 Min.. also aus den Inaktivierungs-Zeit-Kurven der einzelnen pH-Werte, ermittelt. 
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Die Bestandigkeit des Coferment-Anteils kann man leicht durch Koch- 
proben der betreffenden Fermentlosungen bei verschiedenem pH unter- 

suchen; beim Kochen wird das hoch- 
molekulare Apoferrnent zersttirt, und 
nur das Cofernient bleibt unter den ver- 
schiedenen Bedingungen verschieden 
gut erhalten. Mit solchen Kochsaften 
werden Nieren-Apoferrnent-Praparate 
versetzt und nach mehrstiindigem 
Stehenlassen bei pH 9 auf ihre Aktivitat 
gepriift (Reaktionskurven der Abbild.8). 
Es zeigt sich, da13 die alkalisch und 
die neutral hergestellten Kochsafte 

halten also wirksame Cophosphatase ; 
der bei p~ 3 hergestellte Kochsaft iibt 
hingegen eine hem m e n d e Wirkung 

Ordinate: Aktivitat der bei 3j0  und ver- aus. Setzt man solche Kochsafte in- 
schiedenem PH aufbewahrten Fer- takter Nieren- H ol o phosphatase zu, 
mentlosungen, ausgedriickt durch die 

Min. freigelegte mg P). 

mentlosungen. 

PJV 
zu aktivieren vermogen, sie ent- 

Abbild. 7. 
I: Stabilitats-pH-Kurve bei 35O. 

so wird die hemmende \frirkung 
Anfangsgeschwindigkeiten (nach wesentlich deutlicher : der bei einem 

-4bszisse: Aufbewahrungs.pH der per- PH ‘.* und 3‘1 
saft bringt die Aktivitat eines stark 
wirksamen Praparates fast vtillig Zuni 
Verschwinden. (Reaktionskurven der 

geschwindigkeiten dieser Versuche ge- 

I1 : Hemmungskurre. 
Ordinate: Aktivitat (in mg P nach &bad. 9.) Tragt die Anfang,- 

10 Min.) von Nierenphosphatase, die 
5 Stdn. mit bei wechselndem p r ~  her- 

Abszisse : Herstellungs-pH des Kochsaftes. 
gestelltem Kochsaft stand ( p ~  9.1), gen das PH des zugegebenen 

in einem Koordinatens>’stem auf, so 
ergibt sich eine Hemmungskurve (Ab- 

bild. 7, Kurve 11), die der 350-Stabilitats-b-Kurve nach einer entsprechenden 
Ordinateniiberhohung praktisch gleich ist. Beim Erhitzen einer sauren 
Phosphataselosung auf 1000 entsteht 

Hemmsto f f ;  aus der Gleichlieit sei- L 
ner Hemmungskurve mit der 35O-Sta- p 4zu- 
bilitats-k-Kurve ist abzuleiten, daB $ 
dieser selbe Hemmstoff schon bei 35O .$, mit grol3er Leichtigkeit gebildet wird. Q 47U- x 

Wir nehmen als wahrscheinlich an, 
dal3 er durch Umwandlung a u s  

deinnach ein spezifisch wirkender 43u 

8 
der  Cophosphatase  entsteht, denn 5 70 75 20 
wir kiinnen ihn aus Phosphatase- MI2 
praparaten such hijchster Reinheits- Abbild. 8. Reaktionskurven von 
grade erzeugen. Auch ist s e b  Ent- Nieren-Apophosphatasen nach 5-stdg. 

PH hergestellten Kochsaften (Ein- 
mirkuugs-pH: 9.1). 

nicht auf Nierenphosphatase Einwirkung von bei verschiedenem 

beschrankt22) ; er entsteht - angezeigt 

22) ifber das Vorkommen eines natiirlichen Hemmstoffes, der aahrscheinlich mit 
dem hier beschriebenen identisch ist, vergl. den Abschnitt VII. 
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durch den im sauren Gebiet abfallenden 
Ast der Stabilitats-b-Kurve (Abbild. 1) 
- auch aus der Oberhefenphosphatase 
sowie aus der Pro~tataphosphatase2~) 'X 
und aus der Kn~chenphosphatase~~). 4 

NaturgemaD erschwert der ange- 8 
nommene leichte Ubergang der Co- $, * phosphatase in diesen hochwirksamen 
Hemmstoff ihre Isolierung in starkem t,, 
Mal3e; von der Abtrennung (vergl. Ab- fS 
bild. 3) und der naheren Charakteri- 
sierung SOU im Zusammenhang mit 
den Cophosphatase-Reinigngsarbeiten 5 70 75 20 
berichtet werden. Der Hemmstoff ist M/jz 

\vie die Cophosphatase dia1ysierbarl6) ; Abbad, 9. Reaktionskurven \yon Nieren- 
Aktivitats-Steigerungen, die man bei Holophosphatasen nach 5&dg. Ein- 
Dialysen und Elektrodialysen von wirkung von bei verschiedenem PH her- 
Phosphatasepraparaten oft findet, sind gestellten Kochsaften (Einwirkungs-pH : 

+ P O  

aui seine Entfernung zuriickzufiihren. 9.1). 

VI) ,411 gem ei n e S c h lu  13 f olg e r  u n g e n. 
Wir haben die Befunde, die sich aus der zusammengesetzten Natur der 

Phosphatasen ergeben, genauer untersucht, weil sie einerseits versprechen, 
fihr andere bisher ungeklarte Grscheinungen der Fermentchemie brauchbare 
Arheitshypothesen abzugeben, und weil sie andererseits fur die Erkenntnis 
der Zellvorgange von wesentlichem Nutzen sein konnen. 

In  der praparativen Fermentchemie wird man bei Isolierungen von 
Fermenten oft mit einer Wanderung des Coferments von einem Apoferment 
zum andern rechnen mussen. Gesetzt den Fall, es seien aus einem natiirlichen 
Vorkommen zwei Phosphatasen von den Typen der Nierenphosphatase und 
der Oberhefenphosphatase zu isolieren. Neben ihnen wird wahrscheinlich 
meistens ein UberschuI3 der diesbeziiglichen Apofermente ~ o r l i e g e n ~ ~ ) .  Nehmen 
wir nun die Isolierung durch a lka l i sche  Extraktion (pH etwa 8) vor, so 
werden wir ausschliel3Pch Nier  enphosphatase in die Hand bekommen ; bei 
schwach sau re r  Extraktion (pH etwa 4.5), erhalten wir ausschliefllich Ober-  
h ef enphosphatase. Bringen wir die beiden Extrakte nun wechselseitig auf 
die jeweils entgegengesetzte Reaktion (4.5 --f 8 bzw. 8 --f 4.5), so werden wir 
in beiden Fallen nach einer gewissen Zeit eine ,,Neubildung" des vorher 
f ehlenden und ein Verschwinden des zunachst isolierten Ferments beob- 
achtens6). Immer werden wir solche Neubildungen erwarten konnen, wenn 
in einem Gemisch wirkungsgleiche Fermentsysteme vorliegen, deren gleiches 
Coferment bei gunstigen pH-Bedingungen wander t .  - 

*s) W. Kutscher  u. A. Worner, Ztschr. physiol. Chem. 239, 109 [1936]. 
24) S. Be l fant i ,  A. Contardi u. A. Ercol i ,  Biochem. Journ. 29, 517, 842 [1935]. 

(Bemerkt sei, daB Knochenphosphatase mit Nierenphosphatase identisch ist.) 
1 5 )  Dieser laBt sich nach unseren Befunden in vorsichtig bereiteten Rohpraparaten 

z. B. der Nierenphosphatase durch die Aktivierbarkeit mit Cophosphatasepraparaten 
leicht nachweisen. 

26) vergl. dazu das Dissoziationsschema im Abschn. VII. 
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Beobachtungen uber Neubildungen von Fermenten liegen vielfach und 
bisher unerklart in der Literatur vor. So findet W. Schuchardtz') bei der 
Untersuchung der Hefe Hansenula zwei Phosphatasen gerade j enes envahnten 
Typs : nach Behandlung der Hefe mit 0.3-n. Ammoniaklosung ist die im 
sauren Gebiet wirksame Phosphatase nicht mehr nachzuweisen, wohl aber 
ist die im alkalischen Gebiet wirksame stark vermehrt. Die Cophosphatase 
des ,,sauren" Ferments ist in der alkalischen Liisung freigelegt und von iiber- 
schiissigem ,,alkalischem" Apoferment aufgenommen worden. E. Bamann 
und W. Salz  erZ8) finden ahnliche Verhaltnisse bei der Taka-Phosphatase 
(pH-Optimum bei 4): in alkalischer Losung tritt ein zweites neues Optimum 
bei pH 6.2 aufZ9). Eine Abhangigkeit der Substratspezifitat von der Dar- 
stellungsart der Phosphomonoesterase finden J. Roche  und M. Latreillem). 
Solche Beispiele lieflen sich vielfach vermehren, und auch bei der Durchsicht 
anderer Fermentklassen treffen wir auf ahnlich gelagerte und ahnlich zu 
erklirende Falle. So sind Darstellungsmethoden mit Hilfe der ,,selektiven 
Extraktion" bei alkalischer oder bei saurer Reaktion oder mit Hilfe der 
dieser sinngemiiI3 entsprechenden selektiven ,,Inaktivierung" vorliegender 
Gemische bei verschiedenem pH haufig angewendet: u. a. bei den Hefe- 
phosphatasen von C. Kobayashi31) , der, selektiv extrahierend, unbewuflt 
den oben beschriebenen Modellfall der Cophosphatasewanderung verwirk- 
lichte (vergl. 2 7 ) ,  bei den Leberphosphatasen und der Leberesterase von 
E. Bamann  und K. Diederichs3z), bei Pyrophosphatasen von E. Bamann 
und H. Gall=) und von E.  B a ~ e r ~ ~ ) .  - 

VII) Physiologische Bedeu tung  der  Cofermentwanderungen  u n d  
der  Cofermentbindung.  

Das veranlassende Moment fur Cofermentwanderungen kann, wie die 
Steilheit der Stabilitats-p=-Kurven im kritischen pH-Bereich der Dissoziation 
zeigt, eine schon verhaltnismd3ig geringe pH-Verschiebung sein, e h e  Ver- 
schiebung, wie sie auch im Zellenleben unter normalen Verhaltnissen auf- 
treten kann. Wir durfen daher annehmen, dal3 auch hier iihnliche Coferment- 
wanderungen vorkommen, wie wir sie in vitro beobachten konnen. Bei der 
Erwagung, ob diese Wanderungen vielleicht sogar einer physiologischen 
Zweckmafligkeit entsprechen, stoflen wir auf eine Antwort, die fur die 
Physiologie des Zusammenwirkens der Fermente in der Zelle von Bedeutung ist. 

Es ist eine noch offene und bisher auch wenig diskutierte Frage, welchen 
Sinn in der Zelle Fermente mit einem ausgesprochen unphysiologischen 
Wirkungsoptimum im stark alkalischen oder im stark sauren Gebiet haben, 
wenn sie durch das Eigen-p, ihrer Umgebung meistens gar nicht oder nur 
zum geringen Teil in der Lage sind, uberhaupt zu wirken. Nun kann aller- 

27) Biochem. Ztschr. 285, 448 [1936]. 
Biochem. Ztschr. 287, 381 [1936]. 
Die unklaren Verhaltnisse bei den Takafermenten kijnnen sicher zum Teil bei 

zuf Lllig gunstigem p ~ ,  bei zufallig langerer Adsorptions- oder Elutionsdauer wahrend 
der Reinigung auf , ahnliche Cofermentwanderungen zuriickgefiihrt werden, die zum 
Entstehen isodynamer oder ihre Substrate verschieden angreifender Fermente fuhren. 
Die Ergebnisse K. Kurat as bei der Diphenyl-pyrophosphatase (Journ. Biochemistry 14. 
25 [1931]) lassen sich analog erklaren. 

32) B. 67. 2019 [1934]; 68, 6 119351. 
3 0 )  Enzymologia 3, 75 [1937]. 

31) Journ. Biochemistry 24, 369 [1936]. 
9 Biochem. Ztschr. B3,  1 119371. 34) Naturwiss. 28, 866 [1935]. 
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dings nach den neueren histologischen Untersuchungen nicht mehr yon 
einem allgemeinen ,,Zell-pEi' gesprochen werden, vielmehr gibt es in der 
Zelle begrenzte Bezirke recht verschiedener Wasserstoffionen-Konzentration, 
die nach den Ergebnissen an einzelligen Gebilden zwischen den Grenzen 
etwa von pH 5 bis 8 anzugeben i ~ t ~ ~ ) .  Auch die Fermentwirkungen hat man 
als innerhalb der Zelle lokalisiert anzunehmen, man darf daher wohl mit 
Recht an lokale Ubersauerungen innerhalb der Zelle denken, die etwa durch 
die bei iibermdigem Phosphatstoffwechsel freigelegte Phosphorsaure hervor- 
gerufen werden. Bei gleichzeitiger Anwesenheit einer Phosphatase vom 
Typ der Nierenphosphatase (pH-Optimum 9.25) und einer im physiolo- 
gischen pE-Bereich wirksamen Phosphatase in einer Zelle (z. B. in der Hefe- 
zelle, s. oben) kommt nun diese Ubersauerung dem Bediirfnis nach ver- 
mehrter Bereitstellung von spal tungsf  ahiger  Phosphatase fur den 1 er- 
mehrten Stoffwechsel entgegen : die Nierenphosphatase dissoziiert unter den1 
EinfluQ der Ubersauerung, und die aus ihr freigelegte Cophosphatase kann 
sich mit noch freiem Apoferment der anderen Phosphatase verbinden. So 
ist eine Neubildung wirksamer  Phosphatase eingetreten, dem Uberangehot 
an Phosphorsaureestern ist durch Bereitstellung spaltenden Ferments Geniige 
geschehen. Nach Wiederherstellung normaler h-Bedingungen kann die 
Cofermentwanderung den riicklaufigen Weg gehen, indem das na  t ur  1 ich e 
Vert e i lu  n gsgleic hg ew ic h t des Coferments zwischen seinen spezifischen 
Apofermenten nach Mallgabe von deren Menge und ihrer Affinitatsbetatigung 
wiederhergestellt wird. Der Zelle steht in der ,,unphysiologischen" Neren- 
phosphatase eine Cophosphatase- Res e rve  zur Verfiigung, die bei Bedarf 
durch eine geringfiigige m-Verschiebung mobilisiert werden kann. - 

Betrachten wir so die beiden vorher besprochenen Phosphatasen als 
Modellfall eines Zellvorkommens, so konnen wir in einem Gemisch von Ober- 
hefen (OH-)- und Nieren (Ni-)-Phosphatase, welches einen Uberschull beider 
-4pofermente enthdt, die Cophosphatase zwischen den Apofermenten pendeln  
lassen gemall dem folgenden Dissoziations-Schema : 

FH 6.5 
OH-Holoph. --+ OH-Apoph. + 1-1 

A ' + Ni-Apoph. PH 3.5 
pa  6.5 

Y 
+ OH-Bpoph. 

PH 5 ..i m] + Ni-rlpoph. f Ni-Holoph. 

Dall im besonderen Fall der Betatigung der Phosphatasen keine scha- 
digende pathologische Ubersauerung des Zellinhalts eintritt, verhindert das 
leichte Entstehen jenes beschriebenen Hemmstoffes aus der Cophosphatase, 
welcher schon in geringer Menge jede phosphatatische Tatigkeit unterbindet 
und der, dialysabel und niedermolekular, nach Wiedereinstellung normaler 
Verhdtnisse mit dem Siiftekreislauf des Korpers weggeschafft werden kann. 
In verschiedenen Zellen ist ein solcher Phosphatase-Hemmstoff 36) gefunden 
worden: in der Niere9) lo ) ,  im Grauhirn37), in den Hefeze1lenle). Es murde 

vergl. J .  Spek,  Ergebn. Enzymforschg. 6, 1 [19371. 
36) Noch unklar ist sein Zusammenhang mit einem von Bamann u. S a l z e r  he- 

37) H. Kraut u. F. Borkowsky,  Ztschr. physiol. Chem. 620, 192 [19331. 
schriebenen Antihemmstoff (Riochem. Ztschr. 687, 380 [1936]). 
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auch bereits erwahnt, da13 er aus den verschiedensten Phosphatasen in gleicher 
Weise bei Ubersauerung ihrer Losungen entsteht . Bemerkenswert ist, daB 
im Diinndarm, dessen alkalisches Milieu eine Ubersauerung nicht zulaBt, und 
in dessen verdauender Tatigkeit auch keine Notwendigkeit zur Sistierung 
des Phosphatstoffwechsels aufzutreten braucht, kei  n Hemmstoff vorhanden 
ist lo). 

Wenn man nach dem Vorgebrachten eine besondere Aufgabe der ,,un- 
physiologischen" Phosphatasen darin sieht , daB sie eine Cofermentreserve fur 
wirkungsgleiche, im physiologischen pE-Bereich arbeitende Fermente darstellen, 
darf man no& nicht annehmen, da13 all e wirkungsgleichen Fermentsysteme 
einer Zelle durch eine Verschiebung der Wasserstoffionen-Konzentration ,,ab- 
gestimmt" werden in der Wirkungsregulierung ihrer Komponenten. Hier 
sollte nur ein neuartiger Regulierungsmechanismus aufgezeigt werden, der 
f i i r  viele Fermentsysteme gelten mag, dessen weitere Moglichkeiten aber 
noch zu priifen sind, und der andere, auch gleichzeitige Regulierungsmecha- 
nismen nicht ausschlieot. 

VIII) Methodik.  
H e r s t e l l u n g  der  F e r m e n t e  : Die Nierenphosphatase wird nach H. u. 

E. Albers  lo) hergestellt, die verwendeten Praparate enthalten 30-50 PE/mg. 
Die Oberhefenphosphatase wird aus PreBhefe durch Freilegung mit Amylase (aus 

Trockengriinmalz) hergestellt lo), Sie enthalt etwa 1 PE pro mg Trockengewicht. 
Die B e s t i m m u n g  d e r  F e r m e n t a k t i v i t a t  erfolgt nach der fur die Bestimmung 

der Phosphatase-Einheit (PE) gegebenen Normalvorschrift von H. u. E. Alberss). 
Die pH-Werte werden elektrometrisch gemessen, Genauigkeit & 0.015. 

Die T r  i ibungss  t a r  k e n  werden mit Hilfe des P u l  f r ic  hschen Stufenphotometers 
(C. Zeiss-Jena) gemessen, sie werden in relativen Einheiten als Grade der Skaleneinteilung 
des Photometers angegeben. 

Die S t a b i l i t a t s v e r s u c h e  sind in ihrer Ausfiihrung aus den bei den Kurven 
angegebenen Erlauterungen ersichtlich. Die Einzelwerte der jeweiligen Inaktivierungen 
shad stets v o l l s t a n d i g e n  V e r s u c h s k u r v e n  entnommen, aus denen die 5- bzw. 
die 10-Minutenwerte graphisch ermittelt werden. Die Fermentkonzentration der fur die 
3jo-Stabilitats-p~-Kurve verwendeten Losungen betragt etwa 50 P E  im ccm. Das PH 
wird mit n/,,,-Salzsaure eingestellt und vor und nach der Inkubation gemessen; der Mittel- 
wert ist in die Kurven eingezeichnet. (Meist bleibt derpH-m'ert konstant.) -Die Ferment- 
konzentration der bei Zimmertemperatur auf ihre Stabilitat gepruften Losungen betragt 
100 PE/ccm (Kurve I) und 200 PEjccm (Kurve 11). Die pH-Werte werden mit Veronal- 
Acetat-Puffer nach Michael is  (Kurve I) oder mit Acetat-Puffer und Ammoniak- 
Ammonchlorid-Puffer (Kurve 11) eingestellt und elektrometrisch bestimmt. 

Die  Akt iv ie rungsversuc l ie  werden mit durch vorsichtige Dialyse aus hoch- 
gereinigten Fermenten gewonnenen Apofermentpraparaten und mit Kochsaften durch- 
gefiihrt, die aus denselben hochgereinigten Fermentpraparaten durch 5 Min. langes 
Erhitzen ihrer gepufferten Losungen im siedenden Wasserbad gewonnen werden. Die 
Kochsafte allein sind in allen Faillen vollig inaktiv. Die Darstellung der fur die Kurven 
der Abbild. 3 verwendeten gereinigten Cofermentpraparate sowie die Abtrennung des 
Hemmstoffes wird spater beschrieben. 

Die D eu t s c h e F o r  sc  h u  n g s g e m ei n s c h a f t hat die Untersuchungen 
durch Beihilfen unterstutzt. Wir sind ihr dafiir zu besonderem Dank ver- 
pflichtet. 




