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Wihrend bekannterweise weder Prelsifte noch Autolysenextrakte
aus Hefe Enzyme enthalten, welche die Hydrolyse von Adenosintri-
phosphat (ATP) katalysieren konnen, zeigte vor einigen Jahren Meyer-
hof?, dal} die Hefe ein fest an den Zellresten verankertes Ferment besitzt,
welches im Bereich um pH 9,0 zur hydrolytischen Spaltung von ATP
befshigt ist. HEs gelang durch Ultraschallbehandiung, das Enzym in
Losung zu bringen( Meyerhof?); in einem jiingst erschienenen Bericht
von Meyerhof und Ohlmeyer* werden die Eigenschaften des Fermentes
eingehend beschrieben. Hs handelt sich um eine ,,wahre” ATPase,
d. h. das Enzym spaltet nur einen Phosphatrest des ATP ab.

Es erschien uns nun von Interesse, zu priifen, ob das von Meyerhof
beschriebene Ferment mit alkalischem Wirkungsoptimum das einzige
in den festen Zellbestandteilen verankerte Enzym der Hefe ist, welches
zur ATP-Spaltung befdhigt ist. Wir untersuchten deshalb eine Pri-
paration von Hefezellresten, welche durch Einfrieren der Hefe mit flissiger
Luft und darauffolgendes Abzentrifugieren der aufgetauten Hefe her-
gestellt war, auf ihre Fihigkeit, ATP bei verschiedenen pH-Werten zu
hydrolysieren. Wir konnten dabei feststellen, dal es auBler der von
Meyerhof beschriebenen ATPase mit Wirkungsoptimum bei pH 9,0
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noch zumindest ein zweites #hnlich wirkendes Ferment in den Zell-
resten gibt, dessen optimale Wirksamkeit bei pH 4,1 zu liegen scheint.

Methodik.

Die Hefezellreste wurden nach einer Vorschrift von Lynen® hergestellt;
die Priparation war imstande, bei Anwesenheit von Glucose eine normale
Géarung zu bewirken. 5 g der gewaschenen Zellreste wurden in 20 ml Wasser,
in dem 0,3 g Glutathion gelost waren, aufgeschlémmt; die Suspension enthielt
etwa 60 mg Trockensubstanz pro ml. Der Versuchsansatz enthielt im Gesamt-
volumen von 10 ml 0,2 ml dieser Suspension.

Alg Substrat fand ein im hiesigen Laboratorium nach der Vorschrift von
Le Page® hergestelltes Natriumsalz des ATP Anwendung.

Fiir den Bereich von pH 8,0 wurde ein Ammoniumchlorid-Ammoniak-
puffergemisch, fur die mittleren Bereiche sowohl Maleinsdurepuffer nach
Smits? als auch Veronal-Acetat-KCl-Puffergemisch verwendet; fir das saure
Gebiet (pH 3,5 bis 5,9) kam schlieBlich ein Hssigsdure-Acetatpuffer zur An-
wendung.

Die Aktivitédtsbestimmungen wurden bei 30° durchgefithrt. Die Substrat-
konzentration war 1/100 molar. Nach 30 Min. wurde die Enzymwirkung durch
Zugabe von 109%jiger Trichloressigséure abgestoppt und darauf die Zunahme
des Orthophosphatgehaltes im Versuchsansatz nach Zeller® bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion.

Die Ergebnisse unserer Versuchsserien sind in Tabelle 1 zusammen-
gefalit.

Die verschiedenen Puffergemische haben, wie man aus der Tabelle
ersieht, einen nicht unbedeutenden EinfluB} auf die Aktivitit der Enzyme.
So wird bei pH 5,9 in Essigsiure-Acetatputfer im gleichen Zeitabschnitt
mehr als die doppelte Menge des Substrates gespalten als in Malein-
siurepuffer. Eine noch stirkere Hemmwirkung hat das Veronalpuffer-
gemisch; dies ist sowohl an der Grenze des alkalischen als an der Grenze
des sauren Bereichs bei dem Vergleich mit den entsprechenden Aktivi-
titswerten in Ammoniumchlorid-Ammoniakpuffer bzw. in Essigsiure-
Acetatpuffer bemerkbar.

Somit sind wohl die mit den verschiedenen Puffergemischen erhaltenen
Aktivitdtswerte nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar; trotzdem
kann man aus der Tabelle klar die Existenz zweier Aktivitdtsmaxima
erkennen, von welchen das eine etwa bei pH 9,0, das andere bei pH 4,1
liegt. '

Es ist sicher, dal das pH-Maximum bei 9,0 dem von Meyerhof?, 2, *
entdeckten Ferment zuzuschreiben ist; fiir das andere Maximum bei
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Tabelle 1. pH-Abhéngigkeit der ATP-Hydrolyse durch Hefe-

zellreste.
Puffergemisch pH Aktivitit :E{’t; 1;;111‘17‘21;1111;29 Eewahlten

Essigsdure-Acetatpuffer 3,5 205
4,1 215

4,7 210

5,3 177

5,9 140

Maleinsdurepuffer 5,9 i 59
6,1 46

6,5 46

6,8 48

7.8 57

Veronal-Acetat-KCl-Puffer 5,3 54
6,1 | 50

6,75 43

7,25 48

7,65 64

8,2 72

Ammeoeniumchlorid-Ammoniak- 8,0 96
puifer 8,3 135
8,6 153

8,9 156

9,2 152

9,5 131

pH 4,1 muB aber jedenfalls ein anderes Enzym verantwortlich sein.
Wir halten es fiir wahrscheinlich, dafl dieses Ferment mit der urspriing-
lich von Albers und Albers® entdeckten sog. Oberhefephosphatase iden-
tisch ist. Dieses Enzym wurde in unserem Laboratorium kiirzlich kon-
zentriert und auf seine Wirksamkeit gegeniiber verschiedenen Substraten
untersucht!?; es ist nach unseren Untersuchungen relativ sehr unspezifisch
und spaltet auBer Phosphorsduremonoester auch Pyrophosphate, Meta-
phosphate und ATP. Es ist allerdings noch nicht festgestellt, ob es sich
hier um ein einbeitliches Enzymindividuum oder um ein aus verschiedenen
Enzymen bestehendes System handelt. Die Annahme, da dieses Enzym
oder Enzymsystem mit dem Faktor in den Zellresten identisch ist,
wird auch dadurch gestiitzt, dall wir bei unseren Isolierungsversuchen
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fanden, dafl die Oberhefephosphatase nur sehr schwer in Losung zu bringen
ist und somit dem Typus eines desmo-Fermentes entspricht.

Nach Meyerhof? ist in HefepreBsiften und Macerationssiften das
Fehlen von Fermenten, welche ATP hydrolysieren kénnen, fiir das Auf-
treten des sog. Harden-Young-Effektes verantwortlich, wihrend in der
lebenden Zelle und bei ganz bestimmten Zellpraparationen dieser Effekt
nicht zu beobachten ist und die Gérung der Gay-Lussacschen Gleichung
folgt. Falls diese Auffassung richtig ist, was allerdings noch unter Dis-
kussion steht!?, wiire es vorstellbar, daf neben dem von Meyerhof gefun-
denen Enzym auch das Ferment mit pH-Optimum 4,1 an der Verhinde-
rung des Harden-Young-Effektes in der lebenden Zelle beteiligt ist.
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