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317. Henry Albers, Erhardt Beyer, Alex Bohnenkamp und
Georg Miiller: Uber die zusammengesetzte Natur der Fer-
mente, I.Mitteil. (zugleich VI. Mitteil.*) zur Kenntnis der Phos-

phatasen).
[Aus d. Organ.-chem. Instituten d. Techn. Hochschulen Hannover u. Danzig.]
(Fingegangen am 29. Juli 1938.)

In einer zusammenfassenden Arbeit hat H. Albers!) 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 Trigertheorie von A. P. Mathews und
T. H. Glenn?) annahm:

,,Das vollstindige Molekiil eines Fermentes, das Holoferment, entstelit in einer
Gleichgewichtsreaktion durch Vereinigung einer niedermolekularen Komponente, des
die Wirkungsgruppe bzw. die Wirkungsgruppen enthaltenden Cofermentes mit einer
spezifischen hochmolekularen Trigerkomponente, dem Apoferment:

Coferment 4+ Apoferment = Holoferment.
Die Cofermente sind wirkliche Bestandteile des Fermentmolekiils.

Zweifellos wiirde der generelle Nachweis, daBl alle 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 Eiweillen vergesellschaften. Die Eulerschen 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 zusammengesetzte Natur bisher nicht aufgetrennter Fermente,
vor allem der krystallisierbaren Proteasen (Pepsin, Trypsin), im positiven
oder im negativen Sinne zu beriihren; auch halten wir es fiir verfriiht, ohne
experimentelle Beweise neue Theorien iiber ihr Aufbauprinzip zu ent-
wickelnd). Wir werden auf die Frage der Proteasen in einer spiteren Arbeit
zuriickkommen.

Auf Grund der umfangreichen, schon statistisch auswertbaren Arbeiten
iiber den Bau und die Spezifitit der Cozymase konnte der Schlull gezogen
werden!), dafl die Wirkungs-Spezifitit eines Fermentsystems ausschlief8lich
durch die im Coferment enthaltene Wirkungsgruppe (in diesem Falle Nicotin-
sdureamid4)) und die Substratspezifitat allein durch das Apoferment bestimmt
wird. Bei Ubertragung dieses Satzes auf die Phosphatasen wird man
erwarten diirfen, dafl ihre gleiche Wirkungsspezifitit, ihr Vermogen, Ester
der Phosphorsdure zu spalten, zuriickgeht auf in ihrem Molekiil vorhandene
gleiche oder zum mindesten nahe verwandte Cofermente mit gleicher

*) V. Mitteil.: B. 68, 1443 [1935].

1) Angew. Chem. 49, 448 [1936]. ?2) Journ. biol. Chem. 9, 29 [1911.

3) vergl. W. Langenbeck, Chem.-Ztg. 60, 953 [1936].

. 4 H.v. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, Ztschr. physiol. Chem. 287, I [1935];
240, 140 [1936].
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Wirkungsgruppe?®), und daf} ihre Substrat- und ihre pg-Spezifitit zuriickgeht
auf chemisch verschiedene Apofermente. (Wir setzen dabei als wahr-
scheinlich voraus, daf3 die Spezifitit der isodynamen Phosphatasen, denselben
Phosphorsiureester bei unterschiedlichen Wasserstoffionen-Konzentrationen
spalten zu konnen, als eine Abart der Substratspezifitit zuriickgeht auf eine
Auswirkung der verschiedenen Apofermente.)

Aus den bisher bekannten Beispielen iiber die Auftrennbarkeit von
Fermenten in Coferment und Apoferment ist zu ersehen, daf die Bindung
Coferment-Apoferment von sehr unterschiedlicher Festigkeit ist®). Die
Cozymase ist nicht umsonst wegen der leichten Dissoziation des Holozymase-
Symplexes schon so frithzeitig von A. Harden und W. J. Young?) entdeckt
worden; die Esterase, das Flavinferment sind wesentlich schwieriger aufzu-
trennen. Man wird bei der Kompliziertheit des Aufbaus der Fermente nicht
erwarten diirfen, allgemein giiltige GesetzmaBigkeiten fiir ihre Auftrennung
aufstellen zu kénnen — vor allem die Labilitit des Eiweillanteils stellt einer
solchen Aufgabe grofite Schwierigkeiten entgegen —, und selbst wenn es jetzt
gelingt, unter bestimmten Voraussetzungen der Reinheit der verwendeten
Praparate und der ILosungseigenschaften im Falle der Phosphatasen
bestimmte Gesetze fiir die Auftrennung zu erkennen, so kénnen diese Erkennt-
nisse wohl als Richtlinien, noch nicht aber als etwas Endgiiltiges oder Allgemein-
giiltiges behandelt werden.

1) Die Stabilitdtsverhaltnisse der Nierenphosphatase.

Wihlt man fiir den Nachweis der Auftrennung eines Fermentsystems
das klassische Experiment der Dialyse, so zeigt sich, daB unreine Phosphatase-
l6sungen ohne Verlust ihrer Wirksamkeit dialysiert werden kénnen®), daB aber
von einem bestimmten Reinheitsgrad an ein Wirksamkeitsverlust eintritt?).
Durch Zugabe der AuBenfliissigkeit des Dialysators kann eine Aktivierung
ohne weiteres nicht wieder erreicht werden; also hitte man nach dem iiblichen
Gebrauch schlieBen miissen, dall die Phosphatase zu den nicht auftrennbaren
Fermenten gehore, und daBl der Wirksamkeitsverlust durch eine verringerte
Haltbarkeit des dialysierten Fermentes bedingt sei. Wir haben nun die
Bedingungen fiir die Haltbarkeit — ohne Dialyse — genauer untersucht und
dabei zunichst festgestellt, daf der Sauerstoff der Luft darauf gar keinen oder
nur einen geringen EinfluB hat. Das wesentliche zerstérende (besser stérende)
Element ist die Aciditdt der Lésung. Dieser Befund bietet nichts Un-
erwartetes, sind doch Einfliisse der Wasserstoffionen-Konzentration auf die
Haltbarkeit von Fermentlosungen genugsam bekannt. Allein die nihere
Untersuchung zeigt, dall wir es hier nicht mit einer einfachen Ferment-
zerstérung zu tun haben, sondern dafl der Wirksamkeitsverlust bedingt ist
durch eine pg-abhingige Dissoziation der Holophosphatase in Coferment
und Apoferment.

5) Wie etwa im Falle der Cozymase und der Codehydrase 11, die beide die Wirkungs-
gruppe des Pyridinkerns enthalten.

%) Keinesfalls darf allgemein von einer ,Jockeren Bindung'‘?) als kennzeichnend
fiir die Bindung zwischen Coferment und Apoferment gesprochen werden.

7) Journ. Physiol. (Proceed.) 82,1[1905]; Proceed. chem. Soc. London 21, 189 [1905].

8) vergl. H. D. Jenner u. H. D. Kay, Journ. biol. Chem. 93, 733 [1931];S. Uzawa,
Journ. Biochemistry 15, 1 {1932].

®) H. u. E. Albers, Ztschr. physiol. Chem. 282, 165 [1935].
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Setzt man LGsungen hochge-
reinigter Nierenphosphatase®)19)
lingere Zeit bei Zimmertempe-
ratur der Einwirkung bestimmter
Wasserstoffionen - Konzentratio-
nen aus, und bestimmt man nach
gegebenen gleichen Zeiten die
noch vorhandene Aktivitit, so
erhilt man Kurvenbilder nach
Art der Kurven I und IT der
Abbild. 1. Sie zeigen, daB die
Nierenphosphatase, die bei einem
pr von 9.25 optimal wirksam
ist, im alkalischen Gebiet voll-
kommen stabil ist, daB} aber
ein steiler Abfall der Stabilitit
einsetzt bei einem py von 6, und
daB schon bei einem pg von 4.5
kaum noch Phosphatase nach-
weisbar ist. Die so gewonnene
Stabilitits-pg-Kurve steht
in keinerlei Beziehung zur be-
kannten Aktivitits-pg-Kurve
(Abbild. 1). Sollte die Stabili-
tits-pg-Kurve lediglich eine
Fermentzerstérung beschreibern,
so miiflite ihre Lage, insbeson-
dere ihre Steilheit, abhingig
sein von der Inaktivierungs-
Zeit und von der Art des
verwendeten Ferments. Das ist
nicht der Fall, die mit wver-
schiedenen Fermenten aufge-
nommenen Kurven I und II
haben sehr angendhert die
gleiche I,age. Verfolgt man
zudem den zeitlichen Verlauf
der Inaktivierung in dem kri-
tischen py-Intervall, so stéfit
man auf die sehr merkwiirdige
Tatsache, daB sich offenbar
Gleichgewichte einstellen: die
Inaktivierung schreitet nur bis
zu einer gewissen Grenze fort
(Abbild. 2). Weiter zeigt sich,
dafl die Inaktivierung im kri-
tischen pg-Intervall reversibel

1) H. u. E. Albers, Ztschr.
physiol. Chem. 232, 189 11935].
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Abbild. 1. Kurve der Triibungsstfi,:ken-
in Abhidngigkeit vom pg:
Ordinate: relative Triibungsstirke in Photo-
metergraden,
Abszisse: pg der Fermentlésung (Niérenphos-
phatase).

Stabilitits-pg-Kurven:

Ordinate: relative Aktivititen der Ferment-
16sungen nach 45- (I, IT) bzw. 24- (III)-stdg.
Aufbewahren (Zimmertemperatur) bei den
jeweiligen pg-Werten, ausgedriickt in den
durch die Ldsungen bei ihrem Reaktions-
optimum (pg 9.25 u. 4.0) erzeugten Anfangs-
geschwindigkeiten (in10Min. freigelegte mgP}),

Abszisse: Aufbewahrungs-pg der Ferment-
16sungen.

Aktivitits-pg-Kurven:

Ordinate: relative Aktivititen bei dem je-
weiligen Reaktions-pgm, ausgedriickt durch die
Anfangsgeschwindigkeiten (in 10 Min. frei-
gelegte mg P), :

Abszisse: pp der Reaktionsansitze.
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Tafel 1.

Zeitlicher Gang der Inaktivierung und der Reaktivierung von Ldsungen
der Nierenphosphatase.

pr-Wert der bei 18° aufbewahrten Lésung 5.40 5.18 4.50 2.95
Aktivitdt (in PE/cc) mach ....... 0 Min. 18.0 18.0 18.0 18.0
75 13.9 14.5 11.7 0\
185 1468 | 1245 9.3\, 0
25 Stdn. | 12.4 64\ |02 |
Aktivitit der Lésung nach Aufbewahrung N |\ N ;
bei py 9.0 und 180 iiber ...... 31, stdn. | 16.6¥ | | 15.9¢ 1 12.3¥ | |
23, 157,/ | 157 7| 158 /| o

23 13.5 13.2 10.8

Die Pfeile geben die Art der Reaktivierung an: z. B. hat die 185 Min. bei pyr 4.50
gestandene Losung noch eine Aktivitit von 9.3 PE/ccm, die nach 31/,-stdg. Aufbewahren
bei pg 9.0 auf 12.3 und schlieB8lich nach 23-stdg. Aufbewahren auf 15.8 PE/ccm wieder
ansteigt.

T I ist: die wieder auf das Stabilititsoptimum, auf
3 pr 8—9, gebrachten Inaktivierungsgemische gewin-
2 nen im Laufe der Zeit in um so hoherem MaBe
¥ ihre alte Aktivitit zuriick (in der Abbild. 1 durch
g die Hohe der Pfeile gekennzeichnet), je geringere
Zeiten sie dem Inaktivierungs-py ausgesetzt waren,
§ und je weniger sauer die L.§sungen waren (Tafel 1).
< Die Reaktivierung ist wie die Inaktivierung eine
. langsam verlaufende Reaktion, die nach -gleichen
Abbild. 2. Zeiten gleiche Aktivititen erreichen 14B8t. Im stirker
Ordinate:  relative sauren Gebiet wird das Ferment irreversibel zer-
Aktivititen  der  stort (vergl. Abschn. V).
Fermentldsungen Es wire denkbar, daB das beschriebene py-
nach den jeweili- . . . . . :
gen Aufbewah- abhingige Gle1chgew1ch‘§ einer l:ever51blen.Umwand—
rungszeiten, lung des Fermentproteins in ein denaturiertes, fer-
Abszisse: Aufbewah.  Mmentativ inaktives meta-Protein’?) entspriche. Solche
rungszeiten in  Teversiblen Denaturierungen sind in der Eiweif}-
Stunden. chemie zwar bekannt, aber der Gang unserer Unter-

suchungen legte eine andere Erklirung nahe, die
auch nach dem Aussehen der Stabilitits-pg-Kurve als einer typischen
Dissoziationsrest-Kurve wahrscheinlich war. Die Inaktivierung kénnte nim-
lich bedingt sein durch ein pg-abhingiges Dissoziationsgleichgewicht:

P
Holophosphatase <L_> Cophosphatase + Apophosphatase.

Der Ladungssinn des Holofermentes wiirde mithin verantwortlich gemacht
fiir seine Dissoziationsneigung: das in der alkalischen 1.8sung als Anion vor-
liegende Fermenteiweil wire stabil, beim Ansiuern der Lésung wiirde es
isoelektrisch und schlieBlich kationisch aufgeladen; mit dieser Umladung
ginge eine Dissoziation einher.

11 Das Ferment reaktiviert sich wihrend der bei pH 9.10 ablaufenden Reaktion:
nach 10 Min. ist die Aktivitdt 0, nach 50 Min. Reaktionsdauer werden 2 PE/cc gemessen.
13y vergl. H. Theorell, Biochem. Ztschr. 290, 293 [1937].
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DaB bei stufenweiser pg-Anderung eine Umladung statthat, kann fiir
das Fiweilmolekiil der Phosphatase als sicher angenommen werden; nach-
weisen 148t diese sich in konzentrierteren Losungen durch das Entstehen und
Wiederverschwinden einer Tritbung im Gefolge der py-Anderung. Offenbar
ist das anionisch geladene Fermenteiweifl (pg 10—6) in Wasser leicht 16slich;
im isoelektrischen Gebiet (pg 6-—5) tritt — wie bei sehr vielen Eiweilen —
Schwerloslichkeit auf; das schlieBlich entstehende Kation (pg 5—-3) ist wieder
16slich. MiB3t man die Triibungsstirken einer solchen Lidsung in Abhingigkeit
vom pg, so erhilt man die obere Kurve der Abbild. 1; sie stellt in ihrem
ansteigenden Ast nach Verinderung des Ordinatenmafstabes annahernd eid
Spiegelbild der Stabilitits-pg-Kurve dar. Das bedeutet im Sinne unserer
Annahme, daB3 das durch die zunehmenden Triibungsstdrken angezeigte iso-
elektrische Zwitterion und wahrscheinlich auch das Kation in seine Kom-
ponenten Coferment und Apoferment dissoziiert. Es besteht also ein Gleich-
gewicht1?)

P
[Holof 1= > +[Holof.]" ——> Cof. + Apof.

Py | T
“‘v| e
*[Holof.]
Wenn die Erklarung richtig ist, muf) es maglich sein, im Giiltigkeitsbereich
dieses Gleichgewichtes, d.h. etwa vom py 6—5 im Bereich des abfallenden
Astes der Stabilitits-pg-Kurve und dariiber hin-

aus, das niedermolekulare Coferment durch Dialyse s i 7
abzutrennen und das gewonnene Apoferment & |

wiederum durch Cofermentzugabe zum Holoferment Ew-

zu erginzen. Im Existenzbereich des Ferment- & |

Anions hingegen, im alkalischen Gebiet, sollte R 4p

eine Abtrennung nicht moglich sein. Das Experi- 3

ment bestitigt beide Voraussagen (vergl. Tafel 2);

man gelangt in der Tat bei vorsichtig geleiteter v uw “wizw

saurer Dialyse der Nierenphosphatase zu apoferment- Abbild. 3.
haltigen Priparaten, die recht gut durch Coferment- Kurve I: Apoferment-
priparate verschiedener Merstellung aktivierbar haltige Nierenphos-
sind (Abbild. 3). Damit ist die zusammen- phatase.

gesetzte Natur der Nierenphosphatase er-
wiesen und die wichtige Tatsache festge-
stellt, daBl der LLadungssinn eines Fermentes
von entscheidender Bedeutung sein kann
fiir seine Dissoziationsneigung!).
Inaktivierung und Reaktivierung bei pg-Anderung
sind somit im Sinne der gemachten Annahme als Disso-

Kurve II: Aktivierung
durch gereinigte Co-
phosphatase.

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

13) Uber den Ladungssinn von Coferment und Apoferment soll vorerst nichts aus-

gesagt werden.

14) In der manchmal mit Erfolg verwendeten Dialyse von Fermentlésungen gegen

verd. Salzsiure zum Zwecke der Auftrennung ist danach offenbar ebenfalls der Zusammen-
hang zwischen Ladungssinn und Dissoziationsneigung zu sehen (Flavinferment: Theorell,
Biochem. Ztschr. 272, 155 [1934]; 218, 263 [1935]; Katalase: K. Agner, Ztschr. physiol.
Chem. 285, II [1935]; Esterasen: W. v. Pantschenko-Jurewicz u. H. Kraut, Bio-
chem. Ztschr. 285, 407 [1936]). )

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jabrg, LXXI. 123
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ziation des Fermentmolekiils und als Assoziation seiner Komponenten erklart. —
Der langsame Verlauf!®) beider Reaktionen (Abbild. 2, Tafel 1) sollte offenbar
eine salzartige Bindung zwischen Coferment und Apoferment ausschlieflen, fiir
die eine augenblicklich verlaufende Ionenreaktion zu erwarten wire. Aber wir
wissen vorerst nicht, ob nicht die langsame Reaktion durch einen reversiblen
Ubergang des Apofermentproteins in ein nicht mehr mit dem Coferment kuppe-
lungsfihiges meta-Protein bedingt wird, so wie es in dhnlicher Weise auftritt
beim Flawin-Apoferment!2). Indem Fall wiirde die salzartige Verkniipfung nur
nach MaBgabe jenes langsamen Ubergangs voranschreiten kénnen. Im anderen
Fall nicht-salzartiger Bindung kdnnte man leicht hydrolysierbare Haupt-
valenzbindungen, etwa Ester- oder Siureamid(Peptid)-Verkettungen, dis-
kutieren, man hitte allerdings dabei deren z. Tl. geringe Stabilitit im alka-
lischen Gebiet zu beriicksichtigen. —

II) Die Stabilitdtsverhdltnisse der Oberhefenpho3sphatase.

Die Untersuchung der Stabilititsbedingungen der Oberhefenphospha-
tasel®) gehen in grundsitzlich gleicher Weise vor sich wie bei der Nieren-
phosphatase. Sie hat ein Reaktionsoptimum (fiir die Spaltung von B-Glycero-
phosphat) bei einem py von 4 (Abbild. 1). Nach eintigigem Stehenlassen
bei verschiedenen Wasserstoffionen-Konzentrationen zeigt sie Inaktivierungs-
effekte, die die Stabilitits-pg-Kurve IIT der Abbild. 1 beschreibt: die Ober-
hefenphosphatase ist stabil zwischen den pg-Werten von etwa 3.5—5.5,
im alkalischen sowie im sauren Gebiet zeigt sie einen Abfall der Aktivitit.
Wir betrachten zunichst nur den Abfall zum alkalischen: wir schlieen
daraus, daB offenbar das isoelektrische oder das anionisch aufgeladene Mo-
lekiil der Oberhefenphosphatase unter scheinbarer Inaktivierung in seine
Komponenten dissoziiert. Dann diirfte eine Dialyse der Oberhefenphospha-
tase nur im Dissoziationsgebiet zwischen pg 5.5 und 7.5 zu einem reaktivier-
baren Apoferment fithren, wihrend eine Dialyse bei den pg-Werten zwischen
3.5 und 6 keine WirksamkeitseinbuBe des Ferments zeigen diirfte. Unter
Vorausnahme eines FErgebnisses des niachsten Abschnittes finden wir, daB
wieder das Experiment beide Voraussagen bestitigt; das gewonnene Apo-
ferment ist durch Cophosphatase zum Holoferment zu erginzen. Damit
ist die zusammengesetzte Natur auch der Oberhefenphospha-
tase bewiesen.

IIT) Coferment-Wanderungen.

Einleitend hoben wir hervor, dafl die Phosphatasen wegen ihrer Wir-
kungsgleichheit das gleiche Coferment besitzen miiiten. Es sollte also méglich
sein, mit Hilfe des Coferments der Oberhefen-Phosphatase ein Nieren-Apo-
ferment zur vollstindigen Holophosphatase zu erginzen und umgekehrt auch
die Oberhefen-Holophosphatase aufzubauen aus ihrem Apoferment und der
Nieren-Cophosphatase. Beide Vorginge sind realisierbar unter Beriicksichtigung
der in den vorhergehenden Abschnitten erkannten Dissoziationsverhaltnisse:
Nieren-Apophosphatase wird bei pg 9 mit Oberhefenphosphatase versetzt,

15) Bei den Apoesterasen wurde eine #hnlich langsame Vereinigung mit der Co-
esterase beobachtet (v. Pantschenko-Jurewicz u. Kraut, L ¢.).

1) H. u. E. Albers, Ztschr. physiol. Chem. 235, 47 [1935]; Ark. Kemi, Mineral.,
Geol. 12 B, Nr. 3 [1935].
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die bei dieser Alkalitat vollkommen inaktiv ist (Abbild.1 u. 4).

Die nach

gegebenen Zeiten entnommenen Proben ergeben bei der Aktivititshestimmung

mehr und mehr ansteigende Reaktions-
kurven (Abbild. 4). Sie zeigen, daf} in
meflbar langsamer Reaktion Nieren-
phosphatase gebildet wird, daB also
die bei pg 9 freigelegte Oberhefen-
Cophosphatase zusammengetreten ist
mit dem Nieren- Ap oferment. — Dabei
wird die urspriingliche Aktivitit 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
schlielen, daf3 das Apoferment durch
die Dialyse zum Teil geschidigt wutde;
nur seine noch ungeschadigt vor-
liegende Menge begrenzt die Héhe der
erreichbaren Aktivierung.

Den Typ der Wiedervereinigungs-
Reaktion von Apophosphatase und
Cophosphatase erkennt man aus der
nichsten 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 autokatalytisch sich be-
schleunigenden Reaktion.” [Es bedarf
aber noch der Aufklirung, ob essich da-
bei um eine echte Autokatalyse handelt,
oder ob nicht vielmehr zwei bzw.
drei sich erginzende Reaktionen ver-
schiedener Geschwindigkeit gleichzeitig
ablaufen: eine langsame Dissoziation der
Oberhefenphosphatase, eine Umwand-
lung von meta-Protein in kuppelungs-
fahiges Apoferment-Protein!?) (groflere
Geschwindigkeit) und die mit diesem
erfolgende Vereinigung der Cophospha-
tase zum Holoferment.] —

Den umgekehrten Vorgang zur
Synthese der Nierenphosphatase bildet
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Abbdild. 4.

Kurve I: Reaktionskurve der
phosphatase vor der Dialyse,

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

Kurve III: Reaktionskurve der zur
Coferment-Ubertragung verwendeten
Oberhefenphosphatase (pg 4.0; ohne
Mg), '

Kurve IV: Reaktionskurve der gleichen
Oberhefenphosphatase bei pg 9.1,

Kurvenschar V: Reaktionskurven von
Nieren-Apophosphatase II, die iiber
wechselnde Zeiten mit einer jeweils
gleichen Menge von Oberhefenphospha-
tase III bei pg 9.1 reagierte (Priifan-
sitze mit Mg, pg 9.1).

Die fiir die Versuche verwendeten Fer-
mentmengen sind gleich.

Nieren-

17y Auf eine Umwandlung Apoferment-Protein —> meta-Protein wiirde die Art der

pH-Abhingigkeit der
(Abbild. 1.)

Triibungsstirken von Nierenphosphataseldsungen hindeuten,

123+
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die Synthese der Oberhefenphosphatase aus Oberhefen-Apophosphatase
und Nieren-Cophosphatase: Nierenphosphatase wird bei einem py von 4.8

dissoziieren gelassen. Diese

-E . " | Losung, die nunmehr f{reies
] Coferment enthilt, wird mit
Ef 24 o Oberhefen-Apoferment zusam-
%dt"% x - ersuchsredies mengebracht, und nach be-
§\ - / ¥ . rersaarsre "I stimmten Zeiten wird jeweils
< o . ihre Aktivitat bestimmt. So
7 7 3 4 5 & 7 8 9 w 77 7o ergeben sich die Reaktions-

Stan kurven der Abbild. 6. Sie zei-

Abbild. 5. Kurve der Reaktion: Oberhefen-Cophos-
phatase 4 Nieren-Apophosphatase — Nieren-Holo-

phosphatase.

Ordinate: Anfangsgeschwindigkeiten in mg P nach
5 Min., z. Tl. entnommen aus der Kurvenschar V

der Abbild. 4 (Versuchsreihe II),
Abszisse: Reaktionsdauer in Stunden.

Die Nierenphosphatase und

gen, dafl Oberhefenphospha-
tase neu entsteht, und zwar
wiederumin meBbarlangsamer
Reaktion, obgteich dasnotwen-
dige Coferment in diesem Fall
von vornherein als bereits frei-
gelegt zur Verfiigung stand.
die Oberhefenphosphatase be-

sitzen somit das gleiche, gegeneinander austauschbare Coferment.

Damit ist die friither!®) ausgesprochene
Annahme, dafl die wirkungsgleichen
Phosphatasen die gleiche Cophospha-
tase enthalten, fiir jene beiden Fermente
bewiesen und, da die Coferment-Gleich-
heit hier trotz der sehr verschiedenen
Herkunft und trotz des verschiede-
nen Verhaltens vorliegt, auch fiir die
iibrigen wirkungsgleichen Phosphata-
sen sehr wahrscheinlich gemacht.

Interessant ist dazu die Frage
der Aktivierbarkeit der Phosphatasen
durch Magnesium-Ionen. Bekanntlich
wird Nierenphosphatase durch Magne-
sium-Ionen aktiviert®), Oberhefen-
phosphatase hingegen wird gehemmt18).
Die Wirkung des Magnesiums ist
trotz des gleichen Cofermentanteils also
entgegengesetzt; offenbar ist es die
Verschiedenheit der Apofermente, diein
die Art der Magnesiumwirkung ein-
greift. Im Hinblick auf die Substrat-
spezifitit der Apofermente kann man
darin eine Stiitze fiir die Ansicht von
E. Bauer?®) erblicken, dal das Magne-
sium das Substrat durch , Auf-
lockerung® aktiviere.

0 I Qbervefenplospl,~*~
g W/'o’e/'ﬂ/a// 8
Yol “
§. 970r b
&' 900 C¥
S 2 3%
g4 .
i S |
v 715
930 47 I8 81
2% 188
4920 .E,Q E
- e
x| T-0berh-Apophosph
5 0 7% 20
Min,
Abbild. 6.

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

Kurve II: Reaktionskurve der aus der
gleichen Oberhefenphosphatase I ge-
wonnenen Apophosphatase.

Kurvenschar ITI: Reaktionskurven von
Oberhefen-Apophosphatase 11, die iiber
wechselnde Zeiten mit einer jeweils
gleichen Menge Nierenphosphatase rea-
gierte.

Die verwendeten Fermentmengen sind
gleich, Priifansitze ohne Mg, pgy 4.0.

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

Chemiedozententagung, Braunschweig 1936.

1) H. Erdtman, Ztschr. physiol. Chem. 172, 182 {1927}; 177, 211 [1928].
20y Ztschr. physiol. Chem. 248, 213 [1937].
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IV) Dissoziation der Phosphatasen und Massenwirkungsgesetz,

Das Dissoziationsgleichgewicht: Holophosphatase = Cophosphatase -
Apophosphatase mul nach dem Massenwirkungsgesetz durch Verdiinnen des
Systems nach rechts verschoben werden kénnen. Ein Hinweis, dal3 Phospha-
tasen in verdiinnten Losungen zum Teil dissoziieren, liegt schon in der ge-
ringeren Haltbarkeit solcher I,6sungen gegeniiber ihren gleichartig behandelten
konzentrierteren Ursprungslésungen. Man pilegt solche Effekte im Labora-
torium mit der ,,geringeren Stabilitit’ verdiinnter Fermentl6sungen abzutun;
daB hier aber hiufig 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,
1aBt sich durch Dialysen leicht erweisen. Immer dialysieren verdiinnte Phos-
phataselosungen viel weitergehend. (Tafel 2), immer liefern sie auch schneller
gute Apofermentpriparate als konzentrierte IGsungen, in denen von vorn-
herein weniger freies Coferment der Dialvse zur Verfiigung steht.

Tafel 2.
Dialyse verschieden konzentrierter NierenphosphatasesLOsungen.
Dauer derDialyse . . Aktivitdten in PE/cc . '
in Stdn. Dialyse bei pg 5.6; 18° dass.; 0° Dialyse beip,8.0; 0°
Lg. I |Lg II |Lg. III|Lg 1V| Lg. V |Lg VI Lg. VII
0 80 16.4 123 2,95 14.5 145 145
2 76.5
16 0.19
20 7.5
21 4.1
p 49.5 6.6 3.6 0.17 3.6 13.3
25 2.1 2.0
3 0.13

V) Umwandlung der Cophosphatase in einen Hemmstoff.

Schon in fritheren Arbeiten?®)10)16) fanden wir, dafl 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 physiologischen Bedingungen in verdiinnten, schwach
sauren LGsungen hochgereinigter Nierenphosphatase: Hilt man Ferment-
lésungen bei verschiedenen Acidititen (py 2—8) iber 10 Min. bei 35° und
bestimmt sodann die jeweiligen Aktivitaten?!), so ergibt sich eine Stabilitédts-
pr-Kurve (Abbild. 7, Kurve I), die gegeniiber der bei Zimmertemperatur ge-
wonnenen (Abbild. 1) ein ginzlich anderes Aussehen zeigt: nach anfanglichem
leichten Abfall sinkt die Aktivitit zwischen py 3 und 4 (statt vorher zwischen
5 und 6) plstzlich auf Null. Selbst wenn man nach dem Ergebnis des vorher-
gehenden Abschnittes beriicksichtigt, daBl in der verwendeten verdiinnteren
Ferment-Ldsung eine weitergehende Dissoziation statthatte, mul man an-
nehmen, daB dem Abfall der Aktivitit eine Zerstérung oder eine Umwand-
lung entweder des Apoferment- oder des Coferment-Anteils oder beider zu-
grunde liegt. —

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

8

S

Anfangsgeschw (g Prad 0]
8
S

1 H 1 I} L
w9 & 7 6 5
Abbild. 7.
I: Stabilitdts-pg-Kurve bei 359,
Ordinate: Aktivitdt der bei 35° und ver-
schiedenem pgy aufbewahrten Fer-
mentlosungen, ausgedriickt durch die
Anfangsgeschwindigkeiten (nach 10
Min. freigelegte mg P),
Abszisse: Aufbewahrungs-pg der Fer-
mentldsungen.

II: Hemmungskurve.
Ordinate: Aktivitit (in mg P mnach
10 Min.) von Nierenphosphatase, die
5 Stdn. mit bei wechselndem pj; her-
gestelltem Kochsaft stand (pm 9.1),
Abszisse : Herstellungs-py des Kochsaftes.

suchen; beim Kochen wird das hoch-
molekulare Apoferment zerstért, und
nur das Coferment bleibt unter den ver-
schiedenen Bedingungen verschieden
gut erhalten. Mit solchen Kochsiften
werden Nieren-Apoferment-Priparate
versetzt und nach mehrstiindigem
Stehenlassen bei pg 9 auf ihre Aktivitat
gepriift (Reaktionskurven der Abbild.8).
Es zeigt sich, da die alkalisch und
die neutral hergestellten Kochsifte
zu aktivieren vermdégen, sie ent-
halten also wirksame Cophosphatase;
der bei pg 3 hergestellte Kochsaft iibt
hingegen eine hemmende Wirkung
aus. Setzt man solchie Kochsifte in-
takter Nieren-Holophosphatase zu,
so wird die hemmende Wirkung noch
wesentlich deutlicher: der bei einem
pe von 2.8 und 3.1 hergestellte Koch-
saft bringt die Aktivitit eines stark
wirksamen Priaparates fast véllig zum
Verschwinden. ({Reaktionskurven der
Abbild. 9.) Trigt man die Anfangs-
geschwindigkeiten dieser Versuche ge-
gen das pg des zugegebenen Kochsaftes
in einem Koordinatensvstem auf, so
ergibt sich eine Hemmungskurve (Ab-

bild. 7, Kurve II), die der 359-Stabilitits-pg-Kurve nach einer entsprechenden

Ordinateniiberhéhung praktisch gleich ist.

Beim FErhitzen einer sauren

Phosphataselosung auf 100° entsteht
demnach ein spezifisch wirkender
Hemmstoff; aus der Gleichheit sei-
ner Hemmungskurve mit der 35%Sta-
bilitits-pg-Kurve ist abzuleiten, dal}
dieser selbe Hemmstoff schon bei 35°
mit grofer Leichtigkeit gebildet wird.
Wir nehmen als wahrscheinlich an,
daBl er durch Umwandlung aus

der Cophosphatase entsteht, denn .

wir koénnen ihn aus Phosphatase-
priparaten auch hdchster Reinheits-
grade erzeugen. Auch ist sein Ent-
stehen mnicht auf Nierenphosphatase
beschrinkt2?); er entsteht — angezeigt

430

’ on 100
Q, / * T
1§ x V2114
U A
“& ,2” - 2 45
Q °
.§ Niererm
‘g 70+ x Apofﬁosp/z
S | f A

— b 1 1
5 v 4 7% 20
Mir.

Abbild. 8. Reaktionskurven von

Nieren-Apophosphatasen nach 5-stdg.

FEinwirkung von bei verschiedenem

P hergestellten Kochsiften (Ein-
wirkungs-pg: 9.1).

22) Uber das Vorkommen eines natiirlichen Hemmstoffes, der wahrscheinlich mit

dem hier beschriebenen identisch ist, vergl. den Abschnitt VIIL.
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durch den im sauren Gebiet abfallenden P

Astder Stabilitats-pg-Kurve (Abbild. 1) a4 2

— auch aus der Oberhefenphosphatase sl i

sowie aus der Prostataphosphatase23) x p/;g’;g'

und aus der Knochenphosphataset). E,JM Mo 4259
NaturgemiB erschwert der ange- gdiﬂ- 620; &1: M0,

nommene leichte Ubergang der Co- §,.4 t e e

phosphatase in diesen hochwirksamen g

Hemmstoff ihre Isolierung in starkem NG

MaBle; von der Abtrennung (vergl. Ab- Y ]

bild. 3) und der naheren Charakteri- ., 37

sierung soll im Zusammenhang mit 28

den Cophosphatase-Reinigungsarbeiten i v % 2

berichtet werden. Der Hemmstoff ist Mz,

wie _di_e "Copho'sphatase djaIYSierbar 16)2 Abbild. 9. Reaktionskurven von Nieren-
Aktivitits-Steigerungen, die man bei  mHolophosphatasen nach 5-stdg. Ein-

Dialysen wund Elektrodialysen von wirkung von bei verschiedenem pg her-
Phosphatasepriparaten oft findet, sind  gestellten Kochsiften (Einwirkungs-pg:
auf seine Entfernung zuriickzufiihren. 9.1).

VI) Allgemeine Schluf3folgerungen.

Wir haben die Befunde, die sich aus der zusammengesetzten Natur der
Phosphatasen ergeben, genauer untersucht, weil sie einerseits versprechen,
fiir andere bisher ungekliarte Erscheinungen der Fermentchemie brauchbare
Arbeitshypothesen abzugeben, und weil sie andererseits fiir die Erkenntnis
der Zellvorginge von wesentlichem Nutzen sein kénnen.

In der praparativen Fermentchemie wird man bei Isolierungen von
Fermenten oft mit einer Wanderung des Coferments von einem Apoferment
zum andern reclinen miissen. 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 Uberschul der diesbeziiglichen Apofermente vorliegen®s). Nehmen
wir nun die Isolierung durch alkalische Extraktion (pg etwa 8) vor, so
werden wir ausschlieBlich Nierenphosphatase in die Hand bekommen; bei
schwach saurer Extraktion (pg etwa 4.5), erhaiten wir ausschlieflich Ober-
hefenphosphatase. Bringen wir die beiden Extrakte nun wechselseitig auf
die jeweils entgegengesetzte Reaktion (4.5 — 8 bzw. 8 — 4.5), so werden wir
in beiden Fillen nach einer gewissen Zeit eine ,Neubildung' des vorher
fehlenden und ein Verschwinden des zunidchst isolierten Ferments beob-
achten?®). Immer werden wir solche Neubildungen erwarten kdnnen, wenn
in einem Gemisch wirkungsgleiche Fermentsysteme vorliegen, deren gleiches
Coferment bei giinstigen pg-Bedingungen wandert. —

23) W. Kutscher u. A. Wérner, Ztschr. physiol. Chem. 239, 109 [1936].

24) §. Belfanti, A. Contardi u. A. Ercoli, Biochem, Journ. 29, 517, 842 [1935].
(Bemerkt sei, daB Knochenphosphatase mit Nierenphosphatase identisch ist.)

25) Dieser 148t sich nach unseren Befunden in vorsichtig bereiteten Rohpriparaten
z. B. der Nierenphosphatase durch die Aktivierbarkeit mit Cophosphatasepriparaten
leicht nachweisen.

) vergl. dazu das Dissoziationsschema im Abschn. VII.
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Beobachtungen iiber Neubildungen von Fermenten liegen vielfach und
bisher unerklirt in der Literatur vor. So findet W. Schuchardt??) bei der
Untersuchung der Hefe Hansenula zwei Phosphatasen gerade jenes erwihnten
Typs: nach Behandlung der Hefe mit 0.3-n.Ammoniaklésung 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 IGsung freigelegt und von iiber-
schiissigem ,,alkalischem’ Apoferment aufgenommen worden. E. Bamann
und W. Salzer?8) finden dhnliche Verhiltnisse bei der Taka-Phosphatase
(pr-Optimum bei 4): in alkalischer Losung tritt ein zweites neues Optimum -
bei pyg 6.2 auf??). Eine Abhingigkeit der Substratspezifitit von der Dar-
stellungsart der Phosphomonoesterase finden J. Roche und M. Latreille3).
Solche Beispiele lieBen sich vielfach vermehren, und auch bei der Durchsicht
anderer Fermentklassen treffen wir auf dhnlich gelagerte und &hnlich zu
erklirende Fille. So sind Darstellungsmethoden mit Hilfe der ,.selektiven
Extraktion” bei alkalischer oder bei saurer Reaktion oder mit Hilfe der
dieser sinngemif entsprechenden selektiven ,Inaktivierung’ vorliegender
Gemische bei verschiedenem py hiufig angewendet: u. a. bei den Hefe-
phosphatasen von C. Kobayashi3l), der, selektiv extrahierend, unbewuflt
den oben beschriebenen Modellfall der Cophosphatasewanderung verwirk- -
lichte (vergl. #7)), bei den Leberphosphatasen und der Leberesterase von
E. Bamann und XK. Diederichs?®), bei Pyrophosphatasen von E. Bamann
und H. Gall®®) und von E. Bauer3). —

VII) Physiologische Bedeutung der Cofermentwanderungen und
der Cofermentbindung.

Das veranlassende Moment fiir Cofermentwanderungen kann, wie die
Steilheit der Stabilitits-pg-Kurven im kritischen pg-Bereich der Dissoziation
zeigt, eine schon verhiltnismiBig geringe pg-Verschiebung sein, eine Ver-
schiebung, wie sie auch im Zellenleben unter normalen Verhiltnissen auf-
treten kann. Wir diirfen daher annehmen, daB auch hier Zhnliche Coferment-
wanderungen vorkommen, wie wir sie in vitro beobachten kénnen. Bei der
Erwigung, ob diese Wanderungen vielleicht sogar einer physiologischen
ZweckmiaBigkeit entsprechen, stoBen wir auf eine Antwort, die fiir 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-pg ihrer Umgebung meistens gar nicht oder nur
zum geringen Teil in der Lage sind, iiberhaupt zu wirken. Nun kann aller-

%) Bjochem. Ztschr. 285, 448 [1936].

28) Biochem. Ztschr. 287, 381 [1936].

29) Die unklaren Verhiltnisse bei den Takafermenten kénnen sicher zum Teil bei
zufillig giinstigem py, bei zufillig lingerer Adsorptions- oder Elutionsdauer wihrend
der Reinigung auf. dhnliche Cofermentwanderungen zuriickgefiihrt werden, die zum
Entstehen isodynamer oder ihre Substrate verschieden angreifender Fermente fiihren.
Die Ergebnisse K. Kuratas bei der Diphenyl-pyrophosphatase (Journ. Biochemistry 14,
25 [1931)) lassen sich analog erklidren. 30) Enzymologia 8, 75 [1937].

31y Journ. Biochemistry 24, 369 [1936]. 32) B. 67, 2019 [1934]; 68, 6 [1933].

33) Biochem. Ztschr. 298, 1 [1937]. 34) Naturwiss. 28, 866 [1935].
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dings nach den neueren histologischen Untersuchungen nicht mehr von
einem allgemeinen ,,Zell-pg‘ 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 pg 5 bis 8 anzugeben ist®). Auch die Fermentwirkungen hat man
als innerhalb der Zelle lokalisiert anzunehmen, man darf daher wohl mit
Recht an lokale Ubersiuerungen innerhalb der Zelle denken, die etwa durch
die bei iibermifligem Phosphatstoffwechsel freigelegte Phosphorsiure hetrvor-
gerufen werden. Bei gleichzeitiger Anwesenheit einer Phosphatase vom
Typ der Nierenphosphatase (pg-Optimum 9.25) und einer im physiolo-
gischen py-Bereich wirksamen Phosphatase in einer Zelle (z. B. in der Hefe-
zelle, s. oben) kommt nun diese Ubersiuerung dem Bediirfnis nach ver-
mehrter Bereitstellung von spaltungsfihiger Phosphatase fiir den ver-
mehrten Stoffwechsel entgegen: die Nierenphosphatase dissoziiert unter dem
EinfluB der Ubersiuerung, und die aus ihr freigelegte Cophosphatase kann
sich mit noch freiem Apoferment der anderen Phosphatase verbinden. So
ist eine Neubildung wirksamer Phosphatase eingetreten, dem Uberangebot
an Phosphorsiureestern ist durch Bereitstellung spaltenden Ferments Geniige
geschehen. Nach Wiederherstellung normaler py-Bedingungen kann die
Cofermentwanderung den riickliufigen Weg gehen, indem das natiirliche
Verteilungsgleichgewicht des Coferments zwischen seinen spezifischen
Apofermenten nach Mallgabe von deren Menge und ihrer Affinitatsbetiatigung
wiederhergestellt wird. Der Zelle steht in der ,,unphysiologischen’’ Nieren-
phosphatase eine Cophosphatase-Reserve zur Verfiigung, die bei Bedarf
durch eine geringfiigige pg-Verschiebung mobilisiert werden kann. —

Betrachten wir so die beiden vorher besprochenen Phosphatasen als
Modellfall eines Zellvorkommens, so kénnen wir in einem Gemisch von Ober-
hefen (OH-)- und Nieren (Ni-)-Phosphatase, welches einen UberschuB beider
Apofermente enthilt, die Cophosphatase zwischen den Apofermenten pendeln
lassen gemil dem folgenden Dissoziations-Schema:

6.5
OH-Holoph. 222y OH-Apoph. +

Py 5.5 A !+ Ni-Apoph.
-+ OH-Apoph. | py 6.3
N Y

Py 5.5 .
4 Ni-Apoph. <727 Ni-Holoph.

DaB im besonderen Fall der Betitigung der Phosphatasen keine schi-
digende pathologische Ubersiuerung des Zellinhalts eintritt, verhindert das
leichte Entstehen jenes beschriebenen Hemmstoffes aus der Cophosphatase,
welcher schon in geringer Menge jede phosphatatische Titigkeit unterbindet
und der, dialysabel und niedermolekular, nach Wiedereinstellung normaler
Verhiltnisse mit dem Siftekreislauf des Korpers weggeschafft werden kann.
In verschiedenen Zellen ist ein solcher Phosphatase-Hemmstoff3%) gefunden
worden: in der Niere®)19), im Grauhirn®?), in den Hefezellen!). Es wurde

%) vergl. J. Spek, Ergebn. Enzymforschg. 6, 1 [19371.

3¢) Noch unklar ist sein Zusammenhang mit einem von Bamann u. Salzer be-
schriebenen Antihemmstoff (Biochem. Ztschr. 287, 380 [1936]).

37) H. Kraut u. F. Borkowsky, Ztschr. physiol. Chem. 220, 192 [19331.
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auch bereits erwihnt, dafl er aus den verschiedensten Phosphatasen in gleicher
Weise bei Ubersiuerung ihrer Lisungen entsteht. Bemerkenswert ist, daf3
im Diinndarm, dessen alkalisches Milieu eine Ubersiuerung nicht zulift, und
in dessen verdauender Titigkeit auch keine Notwendigkeit zur Sistierung
des Phosphatstoffwechsels aufzutreten braucht, kein Hemmstoff vorhanden
ist19).

Wenn man nach dem Vorgebrachten eine besondere Aufgabe der ,,un-
physiologischen* Phosphatasen darin sieht, daB sie eine Cofermentreserve fiir
wirkungsgleiche, im physiologischen pg-Bereich arbeitende Fermente darstellen,
darf man noch nicht annehmen, dal alle 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
fiir viele Fermentsysteme gelten mag, dessen weitere Mdglichkeiten aber
noch zu priifen sind, und der andere, auch gleichzeitige Regulierungsmecha-
nismen nicht ausschlieBt.

VIII) Methodik.

Herstellung der Fermente: Die Nierenphosphatase wird mnach H. u.
E. Albers!® hergestellt, die verwendeten Priparate enthalten 30—50 PE/mg.

Die Oberhefenphosphatase wird aus PreBhefe durch Freilegung mit Amylase (aus
Trockengriinmalz) hergestellt1%). Sje enthilt etwa 1 PE pro mg Trockengewicht.

Die Bestimmung der Fermentaktivitit erfolgt nach der fiir die Bestimmung
der Phosphatase-Einheit (PE) gegebenmen Normalvorschrift von H. u. E. Albers?).
Die pg-Werte werden elektrometrisch gemessen, Genauigkeit - 0.015.

Die Triibungsstdrken werden mit Hilfe des Pulfrichschen Stufenphotometers
(C. Zeiss-Jena) gemessen, sie werden in relativen Einheiten als Grade der Skaleneinteilung
des Photometers angegeben.

Die Stabilititsversuche sind in ihrer Ausfilhrung aus dem bei dem Kurven
angegebenen Erlduterungen ersichtlich. Die Einzelwerte der jeweiligen Inaktivierungen
sind stets vollstindigen Versuchskurven entnommen, aus denen die 5- bzw.
die 10-Minutenwerte graphisch ermittelt werden. Die Fermentkonzentration der fiir die
35%-Stabilitits-pg-Kurve verwendeten Losungen betrigt etwa 50 PE im cem. Das pg
wird mit n/,4-Salzsiure eingestellt und vor und nach der Inkubation gemessen; der Mittel-
wert ist in die Kurven eingezeichnet. (Meist bleibt der pp-Wert konstant.) — Die Ferment-
konzentration der bei Zimmertemperatur auf ihre Stabilitit gepriiften Losungen betrdgt
100 PE/cem (Kurve I} und 200 PE/cem (Kurve II). Die pg-Werte werden mit Veronal-
Acetat-Puffer nach Michaelis (Kurve I) oder mit Acetat-Puffer und Ammoniak-
Ammonchlorid-Puffer (Kurve II) eingestellt und elektrometrisch bestimmt.

Die Aktivierungsversuche werden mit durch vorsichtige Dialyse aus hoch-
gereinigten Fermenten gewonnenen Apofermentpriparaten und mit Kochsiften durch-
gefiihrt, die aus denselben hochgereinigten Fermentpriparaten durch 5 Min. langes
Erhitzen ihrer gepufferten LOsungen im siedenden Wasserbad gewonnen werden. Die
Kochsifte allein sind in allen Fillen vollig inaktiv. Die Darstellung der fiir die Kurven
der Abbild. 3 verwendeten gereinigten Cofermentpriparate sowie die Abtremnung des
Hemmstoffes wird spéter beschrieben.

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat die Untersuchungen
durch Beihilfen unterstiitzt. Wir sind ihr dafiir zu besonderem Dank ver-
pflichtet.





