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220. Eugen Bamann und Josef Riehl: Konstitutionelle Voraussetzung 
fiir die Spaltbarkeit von Phosphorsaureestern. 11. Mitteil. l) zur Spezi- 

fitat der Phosphatase 
[Aus dem Institut fur Pharmazie und Lebensmittelchemie der Uniyersitiit Miinchen] 

(Eingegangen am 15. Juni 1955) 

Die konstitutionelle Voraussetzung fiir die Spaltbarkeit von Phos- 
phorsiiureestern durch die ,,8auren" und ,,alkalischen" Phosphatasen 
ist das Vorhandensein einer sauren  Funktion im Phosphorsiiurerest 
des Esters. 

Am Beispiel zahlreicher Tri-ester der Phosphorsiiure und unter 
Heranziehung der ,,sawen" und ,,alkalischen" Phosphatasen tieri- 
scher und pflanzlicher Herkunft wird gezeigt, daB die !hi-ester un- 
spaltbar sind, und zwar auf Grund mangelnder Affinitiit zu den 
Kahlysatoren. 

Unsere eingehenden Versuche uber eine enzyniatische Hydrolysierbarkeit 
von Tri-  estern der Phosphorsaure erweisen die Unspaltbarkeit  dieser 
Ester. Diese Aussage gilt fur alle gepriiften Phosphatasen, niimlich fur die 
t ierisc hen Phosphatasen der Schweineleber, Rinderleber, Schweineniere und 
Kaninchenknochen sowie die pflanzlichen Phosphatasen der Kartoffeln, 
Karotten, Spinatbltitter und des Aspergillus oryzae. Als Substrat<e dienten 
Tri-methyl-, Tri-iithyl-, Tri-n-propyl-, Tri-isopropyl-, Tri-n-butyl-, Tri-iso- 
amyl-, Tri-phenyl-, Tri-o-kresyl- und Tri-p-naphthyl-phosphorsaure-ester. Da- 
mit werden erste Angaben in den Arbeiten von C. Neuberg und K. P. Jacob- 
sohnz)), C. Neuberg und J. Wagners) und F. v. Falkenhausen4) auf eine 
breite und sichere Grundlage gestellt. 

Vergleicht man die Wirksamkeit von Phosphatasen gegenuber Mono-, Di- 
und Tri-estern der Phosphorsiiure miteinander, so ergibt sich : Mono-ester sind 
nach unseren Erfahrungen durch Phosphatasen leichter spaltbar als die Di- 
ester'). Die ublichen Tri-ester finden wir katalytisch unbeeinfluDbar, d. h. 
unspaltbar. Der Grund fur dieses unterschiedliche Verhalten lie@ in der ab- 
nehmenden Tendenz aur Bildung des Reaktionszwischenproduktes vom Mono- 
ester zum Di-ester bzw. in der Unmoglichkeit dazu bei den Tri-est'ern. 

Die Ergebnisse mit unseren Phosphattase-Modellen (Cer-, Lanthan- und 
andere Metall-Ionen) gehen diesen Befunden genau parallel5* 6). Den Vor- 
gang der Phosphorsiiureester-Hydrolyse durch Phosphatase-Modelle erklaren 
wir7v5) entsprechend dem Reaktionsmechanisrnuu von S. C. D a t t a ,  J. N. E. 
Day und C. K. Ingold*) oder demjenigen von Th. M. LowryQ). Die 
Reaktionszwischenverbindung ist ein aus Metallhydroxyd und Substrat haupt- 
valenzmiiliig sich bildendes undissoziiertes Salz, das d a m  in die Hydrolyse- 
produkte zerf'allt. 

l) I. Mit.teil.: E. Bamann u. J. R.iehl, Biochem. Z. 327, 136 [1955]. 
2) Biochem. Z. 199,498 [1928]. a) Biochem. Z. 171,485 [1926]. 
4 )  Biochem.Z.263,152 [1932]. 5 ,  $. Bamann,  Dtsch. Apotheker-Ztg. 94,528 [1954]. 

') E. Bamann u. E. Nowotny, Chem. Ber. 81,463 [1948]; E. Bamann u. F,. 
Ullmann,  Chemiker-Ztg. 76,6,44 [1952]. 

E. Bamann,  J. Riehl u. R. Nicolai, noch unveroffentlicht. 

J. chem. SOC. [London] 1989,838. s, J. chem. SOC. [London] 1926,1379. 
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Der wesentliche Unterschied von Mono-, Di- iind Tri-estern der Phosphor- 
saure licgt in ihrem verschiedenen Basenbindungsvermogen. Dementspre- 
chend verhalt sich die Affinitat der Substrate Zuni Enzym und folglich die 
Reaktionsmoglichkeit. Daher findet bei den zweibasilrchen Mono-estern eine 
weitgehende Bindung des Substrates an dae Enzym statt, wahrend die ein- 
basischen Di-ester eine geringere Af6nitat zum Enzym aufweisen und so bei 
dem in den Spaltungsversuchen ublichen Substratkonzentrations-Bereich auch 
einen gcringeren Umsatz ergeben als die entsprechenden Mono-ester. Die 
neutralen Tri-ester haben keine Affinitat mehr und werden infolgedessen auch 
nicht gespalten. Man darf deshalb auch bei der enzymatischen Verseifung 
von Phosphorsaureestern eine Haup tva lenzka ta lyse  annehmen, die iiach 
ahnlichen Gesichtspunkten vor sich geht, wie sie an Phosphatase-Modellen 
aufgezeigt wurden 7* 5). 

Diese Aussage gilt fur Tri-ester solcher Alkohole und Phenole, die keine 
polaren Gruppen tragen. In  neueren Arbeiten konnten Di-phenyl-mono-p- 
nitrophenyl-phosphorsiiure-'O) und Di-methyl-mono-cholinyl-phosphorsiiure- 
ester'l) durch Enzyme hydrolysiert werden. Einige Autoren nehmen fur diewe 
Katalyse eigene Enzyme bzw. besondere Enzymsysteme*2) an. Ob dies not- 
wendig ist oder ob das Vorhandensein bestimmter polarer Gruppen im Alkohol- 
rest von Tri-estern gewissen Phosphatasen und Phosphatase-Modellen Anlage- 
rung und Wirksamwerden gestattet, ware noch zu entscheiden's). 

Der De u t s c he  n For sc h u n g  sge me i n s  c ha  f t verdanken wir apparative Hilfe. 

Besehreibung der Vers~ehe~~)  
1. Nachweis  d e r  U n s p a l t b a r k e i t  

Unspaltbarkeit im Bereich pH3 bis 10 in Stunden und Tagen ergab sich nicht nur, 
wenn die in Waeaer eehr schwer loslichen Tri-ester in den M t z e n  durch Schiitteln im 
Thermostaten suspendiert waren, sondern auch dann, wenn man die Tri-ester in Toluol 
loste und den Versuchsanstltz unter Schiitteln im Thermostaten hielt. Hierbei hatte man 
eine etwaige Spaltung der Tri-ester auffinden miissen, da sich im inhomogenen Medium 
die enzymatische Hydrolyse an den Grenzfliichen vollzieht. 

IJ. F e h l e n d e  A f f i n i t a t  i n  K o n k u r r e n z v e r s u c h e n  
Der Vergleich der Spaltung von Glycerin-P-phosphorsiure ohne und mit Tri-methyl-, 

Tri-athyl-, Tri-n-butyl- und Tri-phengl-phosphorsaure-eAtAr, von Mono-athyl-phosphor- 
saw.- ohne und mit Tri-athyl-phosphorsaure-ester, von Mono-phengl- und Di-phenyl-phos- 
phodure-  ohne und mit Tri-phenyl-phosphorsiiure-ester durch ,,saure" und .,alkalische" 
Phosphateaen aus Schweine- und Rinderleber eowie Kartoffel- und Takaphosphatase bei 
?) L. Acker ,  W. D i e m a i r  u. R. J a g e r ,  Biochem. Z. 319,471 [1952]. 

~. -- 

11) W. X. Aldridge,  Biochem. J. S,110,117 [1953]. 
I*) Vergl. z. B.: J. J. O ' N e i l l ,  T. W a g n e r - J a u r e g g ,  Y. S n i d e r ,  C. C a s t l e  

u. M. S t o l b e r g ,  Federation Proc. 14, Nr. 1 [1956]; T. W a g n e r - J a u r e g g  u. I3. 
E. H a c k l e y ,  jr., J. Amer. chem. SOC. 76, 2125 [19531; T. W a g n e r - J a u r e g g ,  B. 
E. H a c k l e y ,  jr., T.A. L i e s ,  0. 0. O w e n s  u. R. P r o p e r ,  J. Amer. chem. SOC. 
77, 922 [1965]. - Nach einer privaten Mitteilung des Hrn. Prof. Dr. K. Myrback ,  Stock- 
holm, wird diems Prohlem gegenwartig auch in seinem Institut bearbeitet. 

la) niese Untersuchungen aind im Gange. 
14) Ausfiihrliche Angaben zur Versuchsmethodik und zum Enzymmaterial eowie tabel- 

larische Zusammenstellung der Versucheergebnisse siehe bei: J. Riehl ,  Disaertrrt. Univ. 
Miinchen 1954. 
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wechselnder Tri-ester-Konzentration zeigt, daB Tri-ester keinen EinfluB a d  die Mono- 
ester-Hydrolyw, folglich keine AffinitJit zu den Phosphatasen haben. 

Die waaserloslichen Phosphorsliure-tri-ester des Methanola und Athanols fallen in 
hoherer Konzentration Eiweil3, wodurch das Enzym teilweise inaktiviert und so eine 
Hemmung der Mono-ester-Hydrolyse vorgetiiuscht wird. 

111. Subs t ra te  und Enzymmaterial  
1. Sub s t r a  t e : Tri- me t h yl - p hos p h orsiiure - es t e r  ale (CH,O),PO (140.0) und 

Tr i  - ii t h y 1 -phosphor s Bur e - e s t er als (C,H50),PO (182.2), dargestellt nach einem Pa - 
tentl5). - T r  i - n - pr  o p y 1 -phosphors a ure - e s t e r ah (C,H,O),PO (224.3) und Tri  - is o - 
prop yl -phosphor sa ur e - e s t er als (C,H,O),PO (224.3) und T r i - n - b u t y 1 - p h o sp  h o r - 
s iiu re -ester als (C,&O),PO (266.3) und Tr  i - i s oa m yl- phosphor s ur e - e s t e r als 
(C5Hl10),P0 (308.4), dargestellt nach einem Patentle). - Tri - p he n yl- p ho s p h or s iL ure- 
ester ala (C,H,O),PO (326.3) und Tri-o-kresyl-phosphorsllure-ester als (CH,. 
C,H,O),PO (368.2) und Tr i  - P - nap h t h yl - p hos p hor siiure - es t e r  als (CloH70),P0 
(482.2), dargestellt nach einem Patent17). 

Die verwendeten Substrate waren praktisoh frei von anorganischem Phosphat. 
3. Enzymmaterial:  Als Enzymlosungen, enthaltend ,,mure" bzw. ,,alkalische" 

Phosphatase, dienten Autolysate aus Schweineleber, Rinderleber und Schweineniere nach 
E. Bamann und E. Riedells), Zubereitungen aus Kaninchenknochen nach M. Mart-  
land und R. Robison'@), PreBsiifte BUS Kartoffeln, Karotten, Spinatblilttern und Aus- 
ziige BUS ,,LuizYym'', Luitpold-Werk, Miinchen. Die Durchfiihmng der Versuche er- 
folgte naoh den Angaben unserer I. Mitteilunpl). 

~ 

221. Rudolf Tschesehe und Gtiinther Snatzke: Uber pflanzliche 
Herzgifte, XXIX. Mitteil.: Zur Konstitution des Ouabageninsl) 

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatsinstituts der 
UniversitM Hamburg] 

(Eingegangen am 15. Juni 1955) 
Ouabagenin bildet leicht ein 1.5.19-Orthoformiat, in dem 2 freie 

Oxygruppen noch acetyliert und zum Keton oxydiert werden konnen. 
Die Reduktion des Diketons mit Natriumborhydrid liefert ein neues 
Diol, das nur ein Monoacetat ergibt. Es wird dargelegt, daB Ouaba- 
genin sehr wahrscheinlich eine 11-Oxy-Verbindung ist und daD alle 
seine Hydroxyle a u k  dem an Cl1 P-Konfiguration haben miissen. 
Fiir die Bildung des P-Ouabagenin-diacettes aus Aceton-ouabagenin 
iiber Diacetyl-aceton-ouabgenin wird angenommen, da13 eine Um- 
lagerung auf der Stufe vom Aceton-ouabagenin zu seinem Diacetyl- 
Derivat erfolgt. 

Ouabagenin, mit seinen 6 Oxygruppen das sauerstofieichste der bisher 
bekannten Cardenolide, ist zuerst durch das bequeme Hydrolysenverfahren 
von C. Mannich und G. Siewert2) zugiinglich geworden. Diese Autoren 

15) Dtsch. Reichs-Pat. Nr. 517538K1.120~. 1.7.1927; 1.G.FarhenindustrieA.-G., 
Frankfurt a. M. ; C. 1931 I, 3057. - Dieser Ester wurde uns auBerdem liebenswurdiger- 
weise vom Werk Elberfeld der Farbenfabriken Bayer zur Verfiigung gestellt, wo- 
fiir wir auch an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aussprechen. 

16) Dtsch. Reichs-Pat. Nr. 564321 KI. 120 v. 17. 11. 1932; I.G. Farbenindustrie 
4 . -  G. ,  Frankfurt a. M.; C. 1933 I, 2172. 

1 7 )  Amer. Pat. 1856862 Serie 396015 v. 3.5.1932, Dow Chemical Company; U.1932 
11, 924. 

l@) Biochem. J. 23,237 [1929]. 
la) Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 289, 125 [1934]. 

1) XXVIII. Mitteil.: R. Tschesche, M.-E. Riihsen u. G. Snatzke, Chem. Ber. 88, 
686 [1955]. 2, Ber. dtsch. chem. Ges. 76,737 "421. 


