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99. n e r  die Anwendung von Metall puffern bei Fermentreaktionen. 
Die pMg-Aktivitatskurve der Hexokinase aus Refel) 

von J. Raaflaub und I. Leupin. 
(13. 111. 56.) 

Es ist bekannt, dass die enzymatische Ubertragung des termi- 
nalen Phosphatrests des ATPl) auf Glukose durch Zusatz voii Magne- 
siumsalzen zum Inkubationsmilieu stark bcschleunigt oder uberhaupt 
erst in Gang gebracht wird. Wie diese Aktivierung zustande kommt, 
ist nicht sicher festgestellt. L. Berger und Mitarb. ”), die Hexokinase 
aus Hefe isoliert und kristallisiert haben, nehmen an7 dass das aktive 
Ferment eine Magnesium-Protein-Verbindung ist, wahrend anderer- 
seits H .  G. Hers3) und C. Lie‘becq4) die Ansicht vertreten, dass das 
eigentliche Substrat der phosphorylierenden Beaktionen der Mg-ATP- 
Komplex und nicht das freie ATP ist. Die experimentellen Ergebnisse 
dieser Arbeiten sind jedoch mit beiden Rnsichten uber den Wirkungs- 
mechanismus des Magnesiums gleich gut vereinbar. 

Wir haben nun versucht, durch Anwendung von Metallpuffern 
die Abhangigkeit der Hexokinaseaktivitat von der Magnesiumionen- 
konzentration zu bestimmen und damit zu genaueren Aussagen zu 
gelangen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bilden den Inhalt der 
vorliegenden Mitteilung. 

Da bei der Ubertragung eines Phosphatrests des ATP auf eine 
alkoholische Gruppe ein Saureaquivalent frei wird gemass : 

0 0 0  4- O O 3- 0 2- 

0 0 0  0 0  0 
AOPOPOPO + HOR __+ AOPOPO + OPOR + H+ 

kann die Hexokinasereaktion im hydrogencarbonathaltigen Milieu 
direkt manometrisch verfolgt werden. In  Fig. 1 ist eine derart ge- 
messene Versuchsserie mit verschiedenen Enzymmengen graphisch 
dargestellt. Die Steigung der anfanglich linearen Kurven, bzw. die 
wahrend der ersten 10 Min. entwickelte (30,-Menge, ist ein Mass der 
Geschwindigkeit der Hexokinasereaktion, unter der Voraussetzung, 

Verwendete Zeichen und Abkiirzungen : ATP = Adenosintriphosphat ; AeAeDTA 
~= P,B’-Diaminoathylather-N,N’-tetraessigsaure; (Z)t = Totalkonzentration des Metall- 
puffers in Mol pro 1; (Mg)t = Totalkonzentration des Mg in Mol pro 1; pM = negativer 
dekadischer Logarithmus der Metallionenkonzentration in Mol pro 1 bei der ionalen 
Starke p = 0,10 und bei 20°; pMg = entsprechend fur Magnesiumionen. 

z, L. Berger, M .  ITJ.  Slein, 8. P .  Colowick & C. F.  Cori, J. gen. Physiol. 29, 379 
(1946). 

3, H. G. Hers, Biochem. biophys. acts 8, 424 (1952). 
4)  C. Liibecq, Biochem. J. 54, Part 3, p. xxii (1953). 
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dass pH, pH-PufferkapazitQt und Hydrogencarbonatgehalt der zu 
vergleichenden Ansatze identisch sind. 
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Fig. 1. 
Die Phosphorylierung der Glukose durch Hefe-Hexokinase. Die pro Zeiteinheit ent- 
wickelte CO,-Menge, manometrisch nach Wurburg gemessen, ist ein Mass der Reaktions- 
geschwindigkeit. Die drei Kurven entsprechen verschiedenen Fermentkonzentrationen: 
2 mg, 4 mg und 6 mg Protein pro om3 Ansatz. - Ordinate: mm3 CO,. dbszisse: Zeit in 

Min. Zusammensetzung der ,4nsiitze siehe Exp. Teil. 

Ein geeigneter Mg-Puffer, mit dem sich bei pH 7,5 der pMg- 
Bereich 3,s - 5,5 einstellen lasst, ist ,B, ,B’-Diaminoathylather-N, N’- 
tetraessigsaure (AeAeDTA). Da das pMgl) in der Regel nicht wie das 
pH direkt gemessen werden kann, sondern berechnet wird, ist es wich- 
tig, dass die Konzentration des Metallpuffers und damit die Mg2+- 
Pufferkapazitat des Systems gross genug ist, um pMg-Versehiebungen 
durch andere Komplexbildner (wie ATP, ADP usw.) abzufangen. 
Nach den bisherigen Erfahrungen mit Metallpuffern sind Konzentra- 
tionen von - 3 .10-2-m. geeignet. Die Mrtallpuffermolekeln selbst 

~ sowohl die freien hnionen als auch die Proton- und lVIetallkomplexe 
- sind den Enzymen gegenuber bemerkenswert indifferent. 

I n  Fig. 2 ist die mit AeAeDTA erhaltene pMg-Aktivitatskurve 
der Hexokinase wiedergegeben (Kurve a). Der Aktivitatsabfall erfolgt 
zwischen pMg 4 und 6. Dieser Befund legte den Gedanken nahe, ATP 
selbst als Mg-Puffer xu gebrauchen. Da die Mg-Komplexbildungs- 
konstante von ATP = l O 4 ? O  ist5), sollte es moglich win, den Aktivitats- 
abfall der Hexokinase bis zu einem pMg von etwa 5,3 zu verfolgen. 
Kurve b in Fig. 2 gibt die mit 10-2-m. ATP als Mg-Puffer ermittelte 
Relation zwischen Enzymaktivitat und pMg wieder. Dieselbe Kurve 
wird erhalten, wenn ATP in kleinerer ( 3  .10-3-m.) oder griisserer Kon- 
zentration (2 .10-2-m.) verwendet wird. W e  in der rnit AeAeDTA ge- 
pufferten Versuchsserie fallt der Aktivitatsabfall in den pMg-Bereieh 

5 ,  A.  E. Martell & G .  Schwurzeizbuch, Helv. 39, 653 (1956). 
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4 - 6. Die geringfugige Verschiebung in Richtung kleinerer pNg-Werte 
im Vergleich zur Kurve a ist methodisch bedingt. Wie sie zustande 
kommt und dass die Kurve b methodisch einwandfreier ist, wird im 
experimentellen Teil naher auszufuhren sein. 

J 5 6 P W  

Fig. 3. 
pMg-Aktivitatskurve von Hefe-Hexokinase bei pH 7,s. Ordinate: Initialc Reaktions- 
geschwindigkeit in Prozenten, wobei 10076 gleich der maximalen initialen Reaktions- 
geschwindigkeit bei kleinem pNg gesetzt werden. Abszisse : pMg. 

Kurve a: pMg mit Diaminoathylather-tetraessigsaure gepuffert. 
Kurve b: pMg mit ATP gepuffert. 

Zusammensetzung der Ansiitze siehe Exp. Teil. 

Auf Grund der Rssoziat,ionskonstante des Mg-ATP-Komplexes 
( =  wiire zu erwarten, dass, wenn ausschliesslich der Mg-ATP- 
Komplex als Enzymsubstrat funktioniert und dies die Rlegnesium- 
ionenabhiingigkeit der Hexokinasereaktion bedingt, der Abfall der 
pMg-Aktivitatskurve zwischen 3 bis 5 erfolgt. Aus Fig. 2 ist ersichtlich, 
dass der Abfall in Wirklichkeit in einem um eine Einheit hoheren pMg- 
Bereich liegt. Trotzdem kann die Hypothese, dass der Mg-STP- 
Komplex das Enzymsubstrat darstellt, aufrechterhalten werden unter 
der Voraussetzung, dass die Mg-ATP-Konzentration bei kleinen pMg- 
Werten von 5 3 betrachtlich iiber der Enzym-siittigenden Konzen- 
tration liegt, so dass der ganze  Abfall der pMg-Aktivitiitskurve zwi- 
schen pMg 4 und 6 nur eineni Te i l  der Mg-ATP-Dissoziationskurve 
(in Richtung hoherer pMg-Werte) entspreclien wiirde. Die pMg-Akti- 
vitstskurve musste dann aber von der ATP-Konzentration abhangig 
sein, bzw. mit wachsender BTP-Konzentration nach hiiheren pMg- 
Werten wandern. Dies ist jedoch nicht der Fall. Man darf daher 
schliessen, dass die Rkt,ivitiit der Hcfehexokinase nicht eine Funktion 
der MgATP-Konzentration, sondern der Magnesiumionenkonzentra- 
tion ist. Das Fermentprotein odcr allenfalls die Ferment-Substrat- 
Verbindung reagiert dirckt mit Magnesiumionen, wobei der Logarith- 
mus der Komplexassoziationskonstante etwa 5,0 betragt. Der Wert 
von 2,6 den 1;. Berger und Mitarb. z ,  a,ls Dissoziationskonstante 
des R~g-Protein-Komplexes angcben, kann nicht zum Vergleich heran- 
gezogen werden, dn er auf Grund der Shhiingigkcit der Enzymaktivit'at 
r o n  dcr absoluten T\.Iagnesiumsalzkonzentrat'ion aufgestellt worden ist. 
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Dieses Vorgehen fuhrt aus leicht einzusehenden theoretischen Grun- 
den zu falschen Werten, besonders dann, wenn die Losungsgemische 
wie im vorliegenden Fall neben den Proteinen starke Komplexbildner 
wie ATP enthalten. 

Interessant ist der Befund, dam der Aktivitatsabfall in cinem 
pMg-Bereich liegt, in dem auch ATP als Mg-Puffer verwendet werden 
kann. Dass dies kaum zufiillig, sondern von physiologischer Bedeu- 
t,ung ist, wird an andercr Stelle auseinandergesetzt werden6). 

Die bisher untersuehten pM-Aktivitats-Relationen von Fermen- 
ten, bei denen Adenosinpolyphosphate umgesetzt werden (siehe 7 ) 8 ) ) ,  

zeigsn ubereinstimmend, dass dcrAktivitatsabfal1 in einempM-Bereich 
yon 4-6  liegt, unabhangig davon, ob ATP oder ADP das Substrat 
und Ca2+ oder MgZt aktivierendes Kation ist. DieVermutung ist nahe- 
lirgend, dass dies einer allgemeineren Gesetzmassigkeit entspricht, 
bzw. dass auch die anderen, bisher nicht untersuchten Enzyme, die 
R eaktionen mit Adenosinp olypho spha,ten ka t aly sieren, sich ahnlich 
verhalten und (lass keine Beziehungen zwischen dem Vorhandensein 
von einfachen Metall-Adenosinphosphat-Komplexen und der Metall- 
abha,ngigkeit dieser Fermentreaktionen bestehen. 

Experimenteller Teil. 
Chemikal ien:  Na,ATP kristallisiert, Sigma Chemical Company, St. Louis. BIB- 

Diaminoathylather-N, N'-tetraessigssure, J .  R. Geigy A.G., Basel. 
Hexokinase :  Von Sigma Chemical Company, St. Louis. Das Praparat (crude, 

Type 11) ist von mittleren Reinheitsgrad und besitzt eine Aktivit.&t von 12000 Berger 
units per Gramm. Vor jedem Versuch wird eine frische Losung in 0J5-m. KC1 zubereitet. 

Metal lpuffer :  Als solche sind hhylather-diamin-tetraessigsaure (AeAeDTA) bzw. 
ATP verwendet worden. Die Mg2+ und H+-Assoziationskonstanten dieser Verbindungen 
sind von G. Schwar~enbach~) bzw. A. E. Martell & G. Schw~rzenbach~)  gemessen worden. 
Eine ausfuhrliehe Beschreibung der Berechnung und Herstellung von Metallpuffern, 
speziell im Hinblick auf biochemische Probleme, ist in ,,Methods of Biochemical Ana- 
1ysis"lO) publiziert worden. Daher sollen hier bloss Einzelheiten, die mit der speziellen 
Methodik dieser Versuehe zusammenhangen, besprochen werden. 

Die F e h l e r b r e i t e  der  pMg-Werte .  Da die pMg-Werte nicht experimentell 
bestimmt, sondern errechnet werden, hangt die Exaktheit der Werte davon ab, ob die 
Bedingungen, die an die verwendeten Konstanten gekniipft sind, experimentell erfiillt 
sind. Dabei sind verschiedene Faktoren zu beriicksichtigen, in erster Linie die pH- Schwan- 
kungen, die Abwcichung der Ionenstarke von 0,10 und die Abweichuug der Temperatur 
von 20". 

Der pH-Effekt : Bei der Anzahl und cler teilweise wechselnden Konzentration der 
H+-puffcrnden Verbindungen ist es praktisch urimoglich, in allen Ansatzen einer Scrie 
ein exakt identisches p H  einzuhalten. Dazu kommt, dass wahrend des Versuchs durch 
- 

6 ,  J .  RaafZau3b, Helv. physiol. pharmacol. Acta 14, im Druck (1956). 
?)  J .  Runflauh, Helv. 39, 825 (1956). 
s ,  J .  Ilaaflaub, Unverijffentlichte Versuche iiber die Dismutation von 2ADP + 
9, G. Schwarzenbach, in: ,,Die komplexometrische Titration", Die chemische Ana- 

lo) J .  Raaflaub, in: ,,Methods of Biochemical Analysis", Vol. 111, p. 301-325, 

AMP + ATP durch Myokinase. 

lyse, Band 45, S. 87, F. Enke Verlag, Stuttgart 1955. 

Interscience Publishers, New York 1956. 
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die Hexokinasereaktion eine leichte pH-Verschiebung nach sauer eintritt. Experimentell 
ist festgestellt worden, dass wahrend der ersten 15 Min. der C0,-Produktion die maxi- 
maleri pH-Abweichungen von einem mittleren Wert, sowohl innerhalb eines Ansatzes als 
auch zwischen den Ansatzen einer Serie, f 0,10 nicht iibersteigen. 

Bei pH 7,5 bewirkt eiue Variation des pH von & 0,l eine Variation der log K‘ des 
AeAeDTA’I) von & 0,2, beim ATP jedoch eine Variation der log K’ von & 0,01. Die 
pH-bedingte Fehlerbreite der errechneten pMg-Werte, die von der gleichen GrBssen- 
ordnung ist wie die Variation der log K ,  ist demnach selir abhangig von der Art des 
verwendeten Mg-Puffers und bei Kurve b der Fig. 2 wesentlich geringer als bei Kurve a. 

Der Ionenstarke-Effekt : Die geringfugige Verschiebung der pMg-Aktivitat,skurven a 
und b der Fig. 2 durfte darauf beruhen. dass, trotzdem die ionale Stiirke der Versuchs- 
serie tier Kurve a ,u = 0,17 bis 0,23 bctragt, auch hier bei der Berechnung der pMg-M’erte 
die bei einer Ionenstarke ,u = 0,10 ermittelten Konstanten eingesetzt worden sind. Da 
die Komplexkonstanten rnit zunelimendcr Ionenstarke lrleiner werden, sind die so errech- 
neten pMg-Werte um schatzungsweise 0,3 zu gross (vgl. ”)). Diese Unexakthcit ist schwer 
vermeidbar, weil einerseits die Abhangigkeit der Konstanten von AeAeDTA von der 
Ionenstarke nicht bekannt ist und andererseits die Ionenstarke der Ansatze der Seric 
Kurve a infolge der notwendigerweisc liohen Metallpufferkonzentration stark von 0,10 ab- 
weicht. Bei der rnit ATP gepufferten Serie cler Kurve b betragt die Ionenstarke 0,11 & 
0,02. Die pMg-Aktivitatskurve b der Fig. 2 ist daher auch aus diesem Grunde methodiscli 
einwandfreier. 

Der Temperatur-Effekt : Es ist zu beachten, dass die Versuchstemperatur 30° be- 
trlgt. Der hieraus entstehende Fehler bei der pMg-Bereehnung mit Konstanten gultig fur 
20O ist aber relat.iv gering und durfte & 0,05 nichb iibersteigen (vgl. 13)). 

Zu s a mmense  t zung d e r  Ans  a t z e (Angabe in Endkonzentrationen) : Versuchs- 
serie der Pig. 1: NaHCO, 0,02-m. ; Glucose 0,017-m. ; Na,ATP 0,01 -m. ; MgC1, 0,01-m. ; 
Veronal pH 7,4 0,01-m.; Hexokinase 2 bzw. 4 bzw. 6 mg/cm3. Ionenstarke ,u = 0,10; pH 
nach Sattigung mit 5-proz. CO,: 7,5. 

Vrrsuchsserie der Pig. 2, Kwve  a: NaHCO, 0,02-m.; Glucose 0,017-m. ; Na,ATP 
0,003-m. ; Hexokinase 6 mg/cm3; Veronal, p H  7,4, 0,01-m. bis 0,001-m. ; Na,H,AeAeDTA, 
pH 7,4, 0 bis 0,03-m.; Na,AeSeDTA+MgCl,, pH 7,4, 0,033 bis 0,0033-m. 

Die Mischung der variierenden Komponenten erfolgt derart, dass (AeAeDTA)t = 
(Z)t = 0,033-m. = konstant und (M& von 0,033-m. bis 0,0033-m. variiert. Da das dritte 
Proton von Na,H,AeAeDTA bei pH 7,4 schon merklich dissoziiert, wird der abnehmende 
Anteil von Na,H,AeAeDTA bei kleiner werdendem pMg durch steigende Zugaben von 
Veronal p H  7,42 kompensiert, so dass die H+-Pufferkapazitat (und damit die Proportio- 
nalitat zwischen pH-Verschiebung durch ATP-Umsatz und C0,-Produktion) fur alle An- 
siltze identisch ist. Dies ist der Fall, wenn Veronal (Konzentration direkt proportional 
(Mg)t) variiert, zwischen 0,01-m. (fur (Mg)t = 0,033-m.) und 0,001-m. (fur (Mg)t = 
0,003-m.). 

Ionenstarke ,u = 0,17--0,23. pH nach Sattigung mit 5% CO,: 7 3 3  
Versuchsserie der Fig. 8, Kurve b: NaHCO, 0,02-m.; Glucose 0,017-m.; Hexokinase 

6 mg/cm3; Na,ATP, pH 7,4, 0,001 bis 0,0095-m. und (Na,ATP+MgCI,) pH 7,4, 0,009 
bis 0,0005-m.; Veronal, pH 7,4,0,009 bis 0,0005-m. Dabei ist (ATP)t = (Z)t = 0,01-m. = 
konstant und (Mg)t variiert von 0,0005 bis 0,009-m. Da das vicrte Proton von ATP bei 
pH 7,4 nicht ganzlich abdissoziiert ist, wird die abnehmende H+-Pufferkapazitat der 
Ansatze bei kleincr werdendem pMg durch Verona1 pH 7,4 konipensiert. Die Veronal- 
Konzentration (direkt proportional (Mg)t) variiert zwischen 0,0005-m. (fur (Mg)t = 
0,0005-m.) und 0,009-m. (fur (Mg)t = 0,009-m.). 

0,07. 

Ionenst,arke ,u = 0J1-0,13. pH nach Sattigung rnit 5-proz. CO,: 7,53 5 0,05. 

11) K’ ist die scheinbare Komplexkonstante = (MZ)/[(M) (Z’)], worin (Z’) = (Z)+ 

12) 3’. P. Carini & A. E. iKartell, J. Amer. chem. Soc. 74, 5745 (1952). 
13) F.  E. Carini & A .  E. iVaiteZZ, J. Smer. chem. Soc. 76, 2153 (1954). 

(HZ) + (H,Z) +. . . (HjZ). 
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Das Endvolumen betragt bei allen Versuchen 3 cm3. Nach Sattigung der Ansiitze 
(Fliissigkeit- und Gasraum) mit 5-proz. CO, wird bei 30" inkubiert; 5 Min. vor der ersten 
Ablesung wird die Reaktion durch Einkippung der Glucose aus dem Anhang ausgelost. 

Herrn Prof. 3'. Leuthardt sei auch an dieser Stelle fur das Interesse und die Unter- 
stutzung, die er dieser Arbeit zuteil werden liess, bestens gedankt. 

Zusammenfassung.  
Die Mg2+-Abhangigkeit der durch Hexokinase katalysierten Uber- 

tragung eines Phosphatrests von ATP auf Glucose wird mit Hilfe von 
Metallpuffern untersucht. Die pMg-Aktivitatskurve fallt im pMg- 
Bereich 4 -6 ab. Die Interpretation dieses Befundes fiihrt zum Schluss, 
dass das aktive Ferment eine Mg-Protein-Verbindung ist, die bei ab- 
nehmender Magnesiumionenkonzentration in Mg2+ und inaktives Pro- 
tein dissoziiert. 

Physiologisch-ehemisches Institut 
dsr Universitat Zurich. 

100. n e r  das Cu"+-Bindungsvermogen von Proteinen 
von G. H. Wolff und S. Fallab. 

(13. 111. 56.) 

Bei unseren Untersuchungen iiber das Cu2+-Bindungsvermogen 
von Aminosauren und Peptidenl) zeigte sich, dass die Komplexbildung 
der Peptide nicht ohne weiteres aus dem Verhalten ihrer Aminosaure- 
Bausteine erklart werden kann. Bei der Peptid-artigen Verkniipfung 
gewisser Aminosaiuren kiinnen Konfigurationen entstehen, die zur 
Ausbildung von Metallchelaten besonders befahigt sind. 

In  der vorliegenden Arbeit versuchten wir, mit der gleichen Mess- 
methode unsere Untersuchungen auf Proteine auszudehnen. Wir gin- 
gen dabei von der Vorstellung aus, dass bei hochmolekularen Stoffen 
zwei grundlegend verschiedene Arten der Komplexbildung moglich 
sind. Einmal kann das Metal1 an eine endstandige basische Gruppe 
gebunden sein (Fig. 1). Da sich die Konzentration cndstandigerAmino- 
gruppen angenahert umgekehrt proportional zum mittleren Mole- 
kulargewicht verhiilt, ist hier zu erwarten, dass bei einer Verkleine- 
rung der Molekeln - immer bei konstanter Gewichtskonzentration 
der Protein-Losung ~ das Metall-Bindungsvermogen steigt, et w. v. 
Zweitens kann im Protein eine riiumliche Konfiguration ausgebildet 
sein, die als 3- oder mehrziihniger Ligand ein besonders starkes Kom- 
plexbildungsvermogen besitzt, wie dies z. B. beim Histidyl-histidin 
der Fall sein muss1). 

l) G .  Woljj, 8. Fallab & H .  Erlenmeyer, Experientia I I, 440 (1955). 




