
U b e r  die Hydrolyse yon Adenosintriphosphat dnrch E n z y m e  
in den festen Bestandtei len der Hefezelle.  

(VII. M i t t e i l u n g  i iber  P h o s p h a t a s e n  der  Hefe .  1) 

Von 
0. Hoffmann-0stenhof und W. Weigert. 

Aus dem I. Chelnischen Laboratorium der Universit~it Wie~. 

(Eingelangt am 3. Juli 1952. Vorgelegt in der Sitzung am 16. Okt. 1952.) 

Wi~hrend bekannterweise weder Prel~s~fte noch Autolysenextrakte 
aus Here Enzyme enthalten, welche die Hydrolyse yon Adenosintri- 
phosphat  (ATP) katalysieren kSnnen, zeigte vor einigen J~hren Meyer- 
ho] ~, d~l] die Here ein fest an den Zellresten verankertes Ferment  besitzt, 
welches im Bereich um p i t  9,0 zur hydrolytischen Spaltung yon ATP 
bef~higt ist. Es gelang dutch Ultraschallbehandlung, das Enzym in 
LSsung zu bringen(Meyerhofa); in einem jiingst erschienenen Bericht 
yon Meyerho I u n d  Ohlmeyer 4 werden die Eigenschaften des Fermentes 
eingehend beschrieben. Es handelt sich um eine ,wahre"  ATPase, 
d. h. das Enzym spaltet nur einen Phosphatrest  des ATP ab. 

Es erschien uns nun yon Interesse, zu prfifen, ob das yon Meyerho/ 
beschriebene Ferment mit  ulkalisehem Wirkungsoptimum das einzige 
in den festen Zellbest~ndteilen verankerte Enzym der Here ist, welches 
zur ATP-Spaltung bef~higt ist. Wir untersuchten desha]b eine PrK- 
paration yon Hefezellresten, welche durch E~nfrieren der Here mit  flfissiger 
Luft  und d~rauffolgendes Abzentrifugieren der aufgetauten Here her- 
gestellt war, auf ihre F~higkeit, ATP bei verschiedenen pH-Werten zu 
hydrolysieren. Wir konnten dabei feststellen, da$ es ~u$cr der yon 
Meyerho/ beschriebenen ATPase mit  Wirkungsoptimum bei p H  9,0 

1 VI. Mittlg. : O. Hof]mann-Ostenho], H. J~/Ioser und R. Ehrenre~ch, Mh. 
Chem. 82, 295 (1951). 

O. Meyerho], J. biol. Chem. 157, 105 (1945). 
30 .  Meyerho], ibid. 180, 575 (1949). 
40 .  Meyerho] und P. Ohlmeyer, ibid. 195, 11 (1952). 
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noeh zumindes t  ein zweites  ~thnlich wirkendes  F e r m e n t  in den Zell- 
res ten  g i b t ,  dessen op t ima le  W i r k s a m k e i t  bei  p H  4,1 zu l iegen scheint.  

M e t h o d i k .  

Die I-Iefezellreste wurden naeh einer Vorschrift yon L y n e n  5 herges~ellt; 
die Prepara t ion  war imstande, bei Anwesenheit  yon Glucose eine normale 
G~rung zu bewirken. 5 g der gewaschenen Zellreste win'den in 20 ml Wasser, 
in dem 0,3 g Glutathion gelSst waren, aufgeschlgmmt; die Suspension enthielt  
etwa 60 nag Tr0ckensubstanz pro ml. Der Versuchs~nsatz enthielt  im Gesamt- 
volumen yon 10 ml 0,2 ml dieser Suspension. 

Als Substra t  land  ein im hiesigen Laborator ium nach der Vorsehrift yon 
Le  Page  s hergestelltes Natr iumsalz des ATP Anwendung. 

Fi ir  den Bereich yon pI-I 8,0 wurde eia Ammoniumehlorid-Ammoniak-  
puffergemiseh, fiir die mi~tleren Bereiche sowohl Maleinsgurepuffer nach 
S m i t s  7 als aueh Veronal-Aeetat-KCl-Puffergemisch verwendet;  fiir das saure 
Gebie~ (pH 3,5 bis 5,9) kam schlief~lich ein Essigs~ure-Acetatpnffer zur An- 
wendung. 

Die Aktivit~Ltsbestimmungen wurden bei 30 ~ durehgefiihrt. Die Substrat-  
konzentra~ion war 1/100 molar. Naeh 30 Min. wurde die Enzymwirkung durch 
Zugabe yon 10% iger Trichloressigs~ure abgestoppt  und darauf  die Znnahme 
des Orthophosphatgehaltes im Versuchsansatz naeh Zeller s best immt.  

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n .  

Die Ergebnisse  unserer  Versuehsserien s ind in Tabel le  1 zusammen-  
gefa~t .  

Die  verschiedenen Puffergemische haben,  wie m a n  aus der  Tabel le  
ersieht ,  einen n icht  unbedeu tenden  Einfluf~ auf die A k t i v i t ~ t  der  Enzyme .  
So wird  bei  p H  5,9 in Ess igs~ure-Aceta tpuffer  im gle iehen Ze i t abschn i t t  
mehr  als die doppe l te  Menge des Snbs t ra tes  gespal ten  als in Malein- 
s~urepuffer.  Eine  noeh st~Lrkere H e m m w i r k u n g  h a t  das  Veronalpuffer-  
gemiseh;  dies is t  sowohl an  der Grenze des a lkal ischen als an der Grenze 
des sanren  Bereiehs bei  d e m  Vergleieh mi t  den en tsprechenden  Akt iv i -  
t~ t swer ten  in Ammoniumeh lo r id -Ammoniakpu f f e r  bzw. in Essigs~ure- 
Ace ta tpuf fe r  bemerkbar .  

Somi t  s ind wohl die mi t  den verschiedenen Puffergemischen erha l tenen  
A k t i v i t a t s w e r t e  n ich t  ohne weiteres mi t e inander  verg le iehbar ;  t r o t z d e m  
k a n n  man  aus der  Tabel le  k la r  die Exis tenz  zweier A k t i v i t ~ t s m a x i m ~  
erkennen,  yon welchen das  eine e twa bei  p H  9,0, das  andere  bei p H  4,1 
liegt.  

Es  is t  sicher, dal3 das  pI- I -Maximum bei  9,0 dem yon  Meyerho /2 ,  3, 4 

en tdeck ten  F e r m e n t  zuzusehreiben is t ;  fiir das  andere  M a x imum bei  

s 2'. L y n c h ,  Liebigs Ann. Chem. 539, 1 (1939). 
6 G. A .  Le  Page,  in Biochemical Preparat ions,  herausgegeben yon H. E. 

Carter, New York 1949, S. 5. 
G. Sm i t s ,  Biochim. biophys. Aeta 1, 280 (1947}. 

s E .  A .  Zeller,  I-Ielv. Chim. Acta  32, 2512 (1949). 
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Tabelle 1. p H - A b h ~ n g i g k e i ~  d e r  A T P - H y d r o l y s e  
z e l l r e s t e .  

d u r c h  H e f e -  

Aktivit~t in willkiirlich gew~hlten 
Puffergemisch pI~ Relativeinheiten 

Essigs~ure-Acetatpuffer 

Maleinsaurepuffer 

Veronal-Acetat -KCI-Puffer 

Ammoniumehlorid-Arnmoniak- 
puffer 

3,5 
4,1 
4,7 
5,3 
5,9 

5,9 
6,1 
6,5 
6,8 
7,8 

5,3 
6,1 
6,75 
7,25 
7,65 
8,2 

8,0 
8,3 
8,6 
8,9 
9,2 
9,5 

205 
215 
210 
177 
140 

59 
46 
46 
48 
57 

54 
50 
43 
48 
64 
72 

96 
135 
153 
156 
152 
131 

p H 4 , 1  muB aber  jedenfal]s ein anderes  E n z y m  veran twor t l i eh  sein. 
Wir  hMten es fiir wahrscheinl ich,  dM~ dieses F e r m e n t  mi t  der  ursprf ing- 
lieh yon  Albers  und  Albers  9 en tdeck ten  sog. Oberhefephosphatase  iden-  
t isch ist.  Dieses E n z y m  wurde  in unserem Labor~ to r ium kiirzl ieh kon- 
zent r ie r t  und  auf seine W i r k s a m k e i t  gegenfiber verschiedenen Subs t r~ ten  
un te rsuch t  l~ es is t  nach  unseren Unte r suchungen  re l a t iv  sehr unspezifiseh 
und  spa l t e t  auger  Phosphors~uremonoes te r  auch Py rophospha t e ,  Meta-  
phospha te  und  A T P  11. Es is t  al lerdings noeh n icht  festgestel l t ,  ob es sich 
hier  um ein einheit l iches E n z y m i n d i v i d u u m  oder um ein aus verschiedenen 
E n z y m e n  bes tehendes  Sys tem handel t .  Die Annahme,  dag  dieses E n z y m  
oder E n z y m s y s t e m  mi t  dem F a k t o r  in den Zel lresten ident i sch  ist,  
wi rd  aueh dadu rch  gest i i tz t ,  dag  wir  bei  unseren Iso l ierungsversuehen 

9 H .  Albers und E. Albers, I-Ioppe Seyler's Z. physiol. Chem. 235, 47 
(1935). 

lo O. Ho]]mann-Ostenho], H.  Moser und F .  Neumann ,  Mh. Chem. 81, 708 
(1950). 

11 O. Hof/mann-Ostenho], Abstr.  XI I th .  Intern.  Congr. pure appl. Chem. 
New York 1951, S. 119. 
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fanden, dab die Oberhefephosphatase nur sehr schwer in LSsung zu bringen 
ist und somit dem Typus eines desmo-Fermentes entsprieht. 

Nach Meyerho/2 ist in HefepreBs~ften und Maeerationssi~ften das 
Fehlen yon Fermenten, welche ATP hydrolysieren kSnnen, fiir das Auf- 
treten des sog. Harden-Young-Effektes verantwortlich, wghrend in der 
lebenden Zelle und bei ganz bestimmten Zellpriiparationen dieser Effekt 
nicht zu beobachten ist und die Ggrung der Gay-Lussacschen Gleichung 
folgt. Falls diese Auffassung richtig ist, was allerdings noeh unter Dis- 
kussion s~eht 12, wgre es vorstellbar, dab neben dem yon Meyerhof gefun- 
denen Enzym auch das Ferment mit pH-Optimum 4,1 an der Verhinde- 
rung des Harden-Young-Effektes in der lebenden Zelle betelligt ist. 

13 O. Ho/]mann-Ostenhof und W. Weigert, Naturwiss. 89, 303 (1952). 
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