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Da die isolierten Spaltstiicke identisch sind, wurde angenom- 
men 1, dab der einzige Untersehied zwischen den beiden Sub- 
stanzen in einem Mehrgehalt eines veresterten Phosphor- 
s/iuremolekiils der Codehydrase II  bestehe. 

Eine enzymatisehe Umwandlung zwisehen den beiden 
Substanzen w/ire also yon vornherein nieht unwahrschein- 
lieh. Da die beiden Co-Fermente in versehiedene Wege 
des Kohlehydratabbaues eingreifen ~, kSnnte eine solehe Um- 
wandtung auch eine wichtige biotogische Bedeutung haben. 
V. EULER, ADLER und STEENHOFF-ERIKSEN 3 haben bereits 
Versuche ausgefiihrt, die auf die MSgliehkeit einer enzymati- 
sehen Umwandlung yon Codehydrase I I  in Codehydrase I 
hinweisen. Von diesen Beobachtnngen ausgehend wurde 
versucht, eine Umwandlung in entgegengesetzter Richtung 
durehzufiihren. Als Enzympfiiparat  kam ausgewasehene 
und wieder getrocknete Trockenhefe zur Anwendung (Apo- 
zymase) and als Phosphatdonator ein UbersehuB yon Adeno- 
sintriphosphors~iure. AIs Beispiel wird hier ein Versueh 
mitgeteil t ,  der die Bildung eines Codehydrase-II-wirksamen 
Produktes unter diesen Bedingtmgen zeigt. Be/ Weglassen 
eider der beiden Konlponenten bleibt die Bildung yon Co- 
dehydrase II  ads. 

Ver~uchsansatz 1 : 2 , 5  eem, enthaltend o,i g Apozymase 
+ 2,5 mg Cozynlase (Nr. 1533) + 4 r-tool Adenosintriphos- 
phors/inre + i,o ecru m/10-Phosphat (pH ~ 7,0). Inkubat ion 
30 Minuten bet 30 °. Hierauf 3 Minuten Erhitzen bet IOO °. 

Versuehsansatz 2: Wie vorher, jedoch ohne Cozymase. 
gersuchsansatz 3: Ohne Adenosintfiphosphors/iure. 

Bestimmung yon Codehydrase I I  im System der Hexos- 
monophosphatdehydrierung. Reaktionsmischung: Gesamt- 
volumed 2,0 ecru, enthaltend Hexosmonophosphat + Zwi- 
sehenferment nach WARBURG nnd C~RISTIAN 4"Flavin-  
enzym 4" 0,25 ccm m/2-Phosphat, 10~ 7,6 4" 0,25 cem o,o2 % 
Methylenblau + Codehydrase. 

K m z e  Or ig ina lmi t t e i l ungen .  [ Die Natur- 
[wissenschaften 

MindergehaIt eines veresterten Phosphors~iuremolekiils 1. Es 
erschien nieht ausgeschtossen, dab man Codehydrase I 
dutch Behandeln mit  Phosphoroxychlorid in Codehydrase I I  
tiberfiihren k6nne, zumal eine entspreehende Reaktion auf 
enzymatisehem Wege yon VESTIN neuerdings 2 durchgefiihrt 
werden konnte, nachdem bereits EULER, ADLER und STEEN- 
HOFF-ERIKSEN Versuehe mitgeteil t  haben, welehe den Ablaut 
der umgekehrten enzymatischen Reaktion erwarten liel3en ~. 
Das Experiment  zeigte, dab die Reaktion 

POCI~ 
Codehydrase I ......... ~ Codehydrase I I  

durehfiihrbar ist. 
Beispiel: 50 mg Codehydrase I (Prfip. 1548, 2 S tander  im 

Hochvaktmm bet 7o o getroeknet) wurden in 30 eem troekenem 
Ather suspendiert und mit  o,2 ecru POCIs versetzt. Naeh 
i2st i indigem Sehiitteln Zugabe yon einigen Sttiekehen Eis, 
Abtrennen der w/isserigen Schicht, F/ilIung mit  iibersehiissi- 
gem Alkohol, der Niedersehlag wurde mit  absolutem Alkohol 
gewaschen and getrocknet. Naehweis der entstandenen 
Codehydrase I I  im WARBURGschen System (Thunberg- 
Methodik). 

T a b e l l e  i. 
Dehydrierung yon Hexosemonophosphors/iure (Robison- 
ester). Zusammensetzungfler  Reaktionsmisehung: o,25 ecm 
m/lo-hexosemonophosphors.rNa, 0,3 ecm Co-Enzyml6sung 
(vgl. Tabelle); Apodehydrase: o,25 cem Zwischenferment- 
15sung naeh WiRBURG U. CHRISTIAN ; 0,25 ecru Flavin-Enzym- 
16sung, enth~ilt 1,25 Z Flavin/ccm; 0,5 ccm Methylenblau 
1 : 50oo; 0,2 cem ~ls-Phosphatpuffer los = 7,6. N~iheres vgl. a 

Eat f~rbungs- 
Codehydrase zeit in Min. 

0,20 ccm Kochsaft aus Versuchsansatz i . . 43 
0,40 ccm Koehsaft aus Versuehsansatz t . . 17 
0,40 ecm Kochsaft aus Versuchsansatz i ohne 

Hexosmonophosphat . . . . . . . . . .  > 2oo 
o,4o ecru Kochsaft aus Versuehsansatz 2 . . > 2 o o  
0,40 cem Kochsaft aus Versuchsansatz 3 • • lO6 

Vergleiehsversuche mit  Codehydrase I I :  
3 r (nach spektr. Best.) Codehydrase I I  . . 75 
5 r 42 
7 r 23 

xo Z t7  
Andere Versuche haben gezeigt, dab die Bfldung yon 

Codehydrase n naeh 30 Minuten (30 °) maximal  ist and 
das pa-Optimum zwischen 7 und 8 liegt. Bet gesteigerter 
Cozymasemengen wird mehr Codehydrase II  gebi]deG die 
relative Ausbente dagegen wird vermindert.  Auch eine ge- 
steigerte Adenosintriphosphors~urekonzentration hat  eine 
erhShte Ausbeute zur Folge. 

Die absolute MeRge der gebildeten Codehydrase I I  ist 
gering trod entsprieht weniger Ms lO % der verwendeten 
Cozymase. Was gegenw~rtig mit  Sieherheit gesagt werden 
kann, ist, dab eine Substanz gebfldet wird, die Ms Codehy- 
drase bet der Hexosmonophosphat-Dehydrierung wirksam ist 
ufld die za ihrer Entstehung die Gegenwart yon Cozymase 
erfordert. Es ist anznnehmen, dab zwisehen Codehydrase I 
-5 Phosphatdonator and  Codehydrase I I  ein Gleichgewieht 
besteht. Diese Reaktion wird n~her untersneht werden, um 
die Identit / i t  des gebildeten Umwandlungsproduktes mi t  der 
Codehydrase I I  endgiiltig zu beweisen. 

Stockholm, Bioehemisches Inst i tut  der Universit~it, den 
13. September 1937. RAGI',rAR VEST~N. 

Die Einwirkung yon Phosphoroxychlorid auf Cozymase. 
Die Cozymase (Codehydrase I) nnterseheidet sich in 

ehemischer Hinsieht yon der Codehydrase II  (Triphospho- 
pyridin-nnkleotid, WARBUROS Co-Ferment) durch den 

1 Siebe FuBnote 2 auf S. 667, reehte Spalte. 
2 Zum Beispiel H. v. EULER U. E. ADLER, Hoppe-Seyters 

Z. ~38, 233 (x936) . 
Hoppe-Seylers Z. 248, 227 (1937). 

Enffarbungs- 
Substrat Co-Enzym zeit 

Hexosemonoph. 
desgl. 

desgl. 

I mg Cozymase i548 
Codehydrase II ,  entspr. 

o,o16 mg reinem Pr/iparat 
i mg Cozymase mit  POCIs 

behandelt 
desgI. 

53 Min. 
31/~ Min. 

4 MiD. 

mehrere 
Stunden 

Es ist nicht anzunehmen, dab die deutliche Wirksamkeit  
des Reaktionsproduktes als Codehydrase II  auf das Ent- 
stehen eines unbiologischen, neuen Co-Enzymes (z. 13. durch 
Spaltung zum Pyridinmononukleotid oder durch Synthese 
eines mi t  dem WARBURGschen Co-Ferment isomeren Tri- 
phosphopyridinnukleotides) zuriickzuffihren ist. Die E r- 
fahrungen i/ber die Spezifit/it der Bindnng der Co-Enzyme 
an ihre Apo-Enzyme nnd den Substraten gegeniiber sprechen 
dagegen. 

Wahrend dem Studium der enzymatisch reversiblen Um- 
w~ndlung der beiden Codehydrasen ineinander im Hinbliek 
auf den Meehanismus des Kohlehydratabbaues groBe Be- 
deutung zukommt, ist die beschriebene Gewinnung yon Co- 
dehydrase II  arts Cozymase wegen der wesentlieh leiehteren 
Zug/ingliehkeit letzterer praparat iv  aussiehtsreich, alIer- 
dings nur dana, wend es gelingt, die bishex sehlechte Ans- 
beute dutch Wahl  geeigneter Reaktionsbedingm~gen erheb- 
Itch zu verbessern. Ferner hat  die Reaktion mit  Riieksicht 
auf die Konstitntion der Codehydrase II  Interesse: AIs vor 
einiger Zeit die Konstitution der Cozymase mitgeteJlt wurde, 
wurde eine analoge Formel fiir Codehydrase I I  in Betraeht 
gezogen I. Der oben mitgeteilte experimentelIe Befund zeigt 
aber, dab diese Konstitutionsformel fiir Codehydrase II  
modifiziert werden mnB. Das Verhalten bet der S~iure- 
hydro!yse, die Titrat ion and die Isolierung gr5gerer Spalt- 
stticke dutch AtkaIihydrolyse werden Auskunft  tiber die 
Stelle tier Veresterung des dr i t ten Phosphors~iuremolekiils 
geben. 

Stockholm, Bioehemisches Ins t i tu t  der Universit/it, den 
13. September I937. F. SCHLENK. 
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