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(Eingegangen am 13. November 1961) 

J~E~E~ u. B~AC~]~T fanden 1944, daf3 B~ckerhe/e, welche mehrere 
Stunden unter Phosphatmangel kultiviert worden war, beim Uber- 
ffihren in ein phosphathaltiges Ni~hrmedium so vie1 Phosphag aufnahm, 
dab der Phosphatgehalt normaler Hefezellen stark fiberschritten wurde. 
~rI~ME (1947) sowie SC~IDT, H~C~T u. TAI~NI~IAUSEIr (1946) erkannten, 
dal~ das yon verarmter Here aufgenommene Phosphat fiberwiegend in 
Form yon Polyphosphaten vorliegt. Die als Phosphat-Uberkompensation 
bezeiehnete Erscheinung wurde sparer aueh yon RAUTA~E~ U. MIKU- 
LEI~=~ (1951); HOFFMA~-OsTE~HOF (1955); WI~DISCH (1955) sowie 
LOH~,iN~ u. L ~ G ] ~  (1956) untersuehtL 

Wir haben jetzt erneut die Phosphataufnahme verarmter Hefezellen 
untersueht, wobei wit die Verteflung des Phosphates auf die yon uns 
(LA:~GEN U. LISS 1958a, b; LIss u. LA~GE~" 1959) eharakterisierten vier 
Polyphosphatfraktionen versehiedener Kettenlange beriicksichtigten. 
Au~erdem wurden vergleichende Untersuehungen fiber die Synthese- 
und die Abbaurate der Polyphosphate an normalen und phosphat- 
verarmten Hefezellen durehgeffihrt. 

Methoden 
Phosphatve~urmung. 5--10 g frische Bierhe/e werden in 41 phosphatfreier I~lahr- 

15sung ca. 8 Std bei 27--28~ gut beliif~et. Die LSsung enthal~: m/25 (NI-I~)~S0t; 
m/75 KC1; m/125 MgS0t; m/250 CaCI~; m/80 ]~ernsSeinss vom p~ 5,0 und 
m/15 Glucose. Die Here wird a.bzentrifugiert, abgesaug~ und mehrfach mit Lei~ungs- 
wasser gewaschen. Unter diesen Bedingungen w~chst sie e~wa ~uf das 2,2--2,5 fache 
an. In der verarm~en Hefe ist hie mehr als 1 mg Polyphospha~ je Gramm ttefe 
trocken, meistens wese~tlich weniger nachweisbar. Die Here nimmt bei l~ngerer 

Anmerkung bei der Korrelctur. Die wahrend des Verarmungsprozesses auf- 
tretenden Veranderungen im Gehal~ der Hefezellen an Po]yphospha~en und anderen 
Phosphatverbindungen werden in einer nach AbschluB dieser Arbei~ erschienenen 
VerSffentlichung [M. EHREN~E~O: Arch. 5~[ikrobiol. 40, 126 (1961)] beschrieben. 
Deft werden auch ausfiihrliche Angaben fiber die Aufnahme und die Verteilung 
yon mit z~p markier~em Phosphat durch verarmte Kefezellea unter verschiedenen 
Bedingungen gemach~. 
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Inkubation kaum noch an Masse zu; Phosphatzusatz bewirkt jedoch erneutes 
Wachstum. 

Polyphosphatanreicherung. Die verarmte Here wird in einer Ni~hrlSsung suspen- 
diert (1,5 g feucht je 50 ml), die m/35 Kaliumphosphat yore p~ 6,0, m/50 MgC1 s un4 
m/4 Glucose enthglt, und bei 25~ beliiftet. Zu verschiedenen Zeiten werden dem 
AnsaLz jeweils 50 ml entnomrnen und rni$ 200 ml Eiswasser verrniseht. Durch 
Zentrffugieren wird das extrucellul~re Phosphat weitgehend enffernt und rnit dern 
Riicks~nd der friiher (LA~Q~ u. Llss 1958b; Llss u. LA~(~E~ 1960) be- 
schriebene Extraktionsgang durchgefiihrt. Die Analysen in den Extrakten er- 
folgen in der frfiher angegebenen Weise. 

Polyphosphatase-Aktivitgit. In Anlehnung an Versuche yon MATT~N~L~ER (1956) 
wurde das folgende Verfahren ausgearbeitet: Im Vacuumexsiccator bei Zimmer- 
ternperatur getrocknete I-Iefe wird rnit drei Teilen rn/5 Trispuffer vom pE 7,4 ver- 
rfihrt und 2 Std bei 30~ geschfittelt. Die Suspension wird anschliei~end 3,5 Std 
gegen rail00 Trispuffer bei 0~ di~lysiert. Dabei wird der grSl3te Teil des Ortho- 
phosphats ohne BeeintrEchtigung der Polyphosphatase-Aktivit~t entfernt. Ffir die 
Ans~tze wird die komplette Suspension verwendet, da mhldestens 30~ der AktivitEt 
an die festen Bestandteile gebunden sin& 

Ein Ansatz enthElt: 1 rnl Ferrnentsuspension (mit 12,5 mg Troekenhefe) ; 0,5 rnl 
m/10 MgSOr 0,5 ml m/2,5 Trispuffer vorn p~ 7,4 und i rnl SubstratlSsung (aus 
ttefe isolierte Polyphosphatfraktion 2, 3 oder 4 rnit 6 nag PsQ). Die AnsEtze werden 
10--40 rain bei 25~ geschiittelt, mit 5 rnl l~ TrichloressigsEure abgestoppt 
und die Zunahme an Orthophosphat ira Vergleieh rnit einern Nullwer~ gemessen. 

Verhiiltnis des synthetisierten P(~typhosphats zu,rn insgesamt ~n Bindung iiber- 
]iihrten Orthophosphat. Eine Suspension yon 0,75--3,0 g verarmter ttefe in 90 ml 
LSsung rnit rn/30 Succinatpuffer yore p~ 4,75, m/20 KH~POa und rn/300 MgSOt 
wird irn versehlossenen Kolben ira Thermostaten bei 25 ~ C gesehiittelt und ein CO s- 
freier Stickstoffstrorn hindurchgeleitet. Naeh Zusatz yon 10 rnl 25~ Glucose- 
16sung wird der Stickstoffstrom zur Absorption des gebfldeten COs dutch drei hinter- 
einander geschaltete Wasehflasehen mit n/100 Ba(OH)s-LSsung geMtet. Zum Ende 
der Versuchszeit wird der Kolben rnit der Suspension in Eiswasser gestellt und 
weitere 20 rnin Stickstoff durchgeleitet, urn das gebildete CO s quantitativ zu fiber~ 
fiihren. Die Suspension wird darm zentrifugiert und extrahiert. In den Extrakten 
wird das gebildete Polyphosphat bestimmt. In den Ba(OH)2-LSsungen wird durch 
Titration die insgesarnt gebildete C02-Nenge bestimrnt. Fiir anaerobe Bedingungen 
gilt: 1 freigesetztes CO~ entspricht 1 gebundenem Orthophosphag. 

Bestimmung der Polyphosphat.Syntheserate normaler He]ezellen. 12 g ttefe werden 
20 rain bei 25~ in 150 rnl NghrlTsung inkubiert. Die LSsung ist m/75 an Kaliurn- 
phosphat vorn p~ 5,5, m/50 an MgSO~ und rn/4 an Glucose. Durch diese Vorinkubation 
wird die in ruhender Here nicht vorkomrnende (LA~G~ u. L~ss 1958a) Fraktion 4 
aufgebaut, damit ihre spezifische Aktivitgt bei der Inkubation rni~ asp nicht zu 
schnell die spezifisehe Aktivitgt des ATP erreicht. Die Suspension wird mit 150 mI 
Eiswasser ~ermischt, abzentrifugiert and einmaI mit Eiswasser mit 1~ Glucose 
gewasehen, urn das inaktive Phosphat weitestgehend zu entfernen. Die Hefe wh'd 
dann I0 rain bei 25 ~ in einer LSsung inkubiert, die Glucose and Magnesium wie oben 
und auBerdem 25 #C sep enthiilt. Dann wird die Suspension wieder mit Eiswasser 
verrnischt und abzentrifugiert, urn das nicht aufgenommene asp zu entfernen. Die 
Entfernung des "~P wird vorgenornmen, darnit die spezifische Aktivitgt des ATP 
w~ihrend der Hauptinkubation keine grogen Anderungen dureh weiteres Eindringen 
yon ssP in die Zelle erfi/hrt. ]Der l~iickstand wird in 200 ml NghrlSsung aufgenornmen, 
die Phosphor, Magnesium and Glucose wie oben enthglt, und bei 25 ~ geschiittelt. In 
Abstgnden yon 10 rain werden Proben yon 50 ml mit 200 ml Eiswasser vermiscl~t 



Polyphosphat-~berkompensation in Hefezellen nach Phosphatverarmung 385 

and abzentrifugiert. Mit. den Riicksf~nden wird der frfiher beschriebene (I~ANGEN U. 
LISS 1958 b; LIss u. LA~GE~ 1960) Extrakfionsgang durchgefiihrt. Der Extrakt der 
Fraktion 4 wird dureh Aktivkohle yon geringen Nucleins~iureanteilen befreit. Danr~ 
werden Gehalt an Polyphosphat und an 32p bestimmt. Ira Trichloressigsaureextrakt 
wird das ATP mit Barium gef~llt und in der friiher beschriebenen (LA~GE~ U. Lms 
1960) Art die spezifisehe Aktivit~it der Phosphatendgruppe bestimmt. 

Ergebnisse 
Zun/~chst un t e r sueh t en  wir  den zei t l iehen Ver lauf  des Phospha t -  

e inbaues  in die vier  P o l y p h o s p h a t f r a k t i o n e n .  Tab.  1 zeigt  einen charak-  
te r i s t i schen Versueh.  Be im Vergleich m i t  de r  in no rma le r  Hefe vor-  
l iegenden Ver te i lung der  P o l y p h o s p h a t e  f~tllt die sehr untersehiedl iehe  

Tabelle 1. Zeitlicher Verlau] des Phosphateinbaues in die Polyphosphat/ralctionen 
(Phosphatverarmte Hefe in NahrlSsung mit Glucose, Kaliumphosphat und l-~gC12) 

(Angaben in Milligramm P205 je Gramm Hefe trocken 

Zeit in rain 0 i0  20 30 40 60 80 

0 0 0,9 

2,7 4,5 5,3 

2,7 7,2 12,6 

5,6 8,8 

7,3 t17,3 127,6 

0 1,9 

0 

Fraktion 1 
(Tri-Hepta-Phosphat) 

Fraktion 2 
(20 Phosphatgruppen 
je Molekiil) 

Fraktion 3 
(55 Phosphatgruppen 
je Molekiil) 

Fraktion 4 
(260 Phosphatgruppen 
je Molekiil) 

S u m m e  

1,3 2,8 4,5 

8,4 12,0 16,5 

18,5 27,2 36,7 

11,7 16,5 18,3 

39,9 58,5 76,0 

i00 120 

4,7 7,1 

21,1 25,1 

44,7 52,0 

20,3 19,9 

90,8 104,1 

Tabelle 2 
Vergleich der Verteilung der Polyphosphate in normalen und angereicherten He/ezellen 

Milligramm P2OJg Hefe troeken 

Fraktion 1 
Fraktion 2 
Fr~ktion 3 
Frakfion 4 

normale Hefe verarmte Hefe nach relative 
2 stiindiger Anreicherung Zunahme 

2,0 
8,0 
1,5 
2,0 

7,1 
25,1 
52,0 
19,9 

3,5fach 
3,1 fach 
35fach 
10fach 

relative Zunahme der einzelnen Fraktionen auf. Das kommt am stgrkster~ 
bei der Fraktion 3 mit der mittleren Kettenlgnge yon 55 Phosphat- 
gruppen je Molekiil zum Ausdruek, die in normaler Hefe die kleinste, in 
angereieherter I-Iefe die gr613te Phosphatmenge enth~It (Tab.2). 

Die Gesamtmenge an Polyphosphat hat bei unseren Versuehen eine 
auI3erordentliche Gr6Be erreicht. Der Tab. 1 ist zu entnehmen~ dag naeh. 

27* 
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2 Std die Hefe 104 mg Polyphosphat (als P205) je Gramm Trocken- 
gewicht enths In  underen Versuchen, die nicht der Untersuchung des 
Zeitverlaufes dienten, fanden wir eine Polyphosphatbildung bis zu 142 mg 
in 2 Std. Nimmt man an, dug die Polyphosphatketten aus KPO~-Ein- 
heiten bestehen, so bestehen ira letzterw/~hnten Fall fiber 23~ der 
Troekensubstanz der Itefe aus Polyphosphat. Wit ffihren die besonders 
starke Phosphatanreicherung, die unseres Wissens bisher nieht beob- 
achtet  wurde, auf unsere speziellen Versuehsbedingungen zurfiek, naeh 
denen die Verarmung etwa bis zu dem Zeitpunkt durehgeffihrt wird, 
an dem das PoIyphosphat verbraucht ist. Das Maximum der Poly- 
phosphatbfldung wurde mit Hefezellen erzMt, die 8--10 Std verarmr 
wurden. Lgngere Verarmungszeiten ffihrten (auch bei Erneuerung des 
N/~hrmediums) zu verminderter Polyphosphatsynthese bei der an- 
schliegenden Phosphatinkubation. 

In einer Reihe yon Kontrollversuchen haben wir uns davon fiber- 
zeugt, dab die starke Polyphosphatanreicherung nur nach vorheriger 
Phosphatverurmung beobachtet werden kann. Wird normale Here in 
das gleiche Ns gebraeht, in dem die verarmte Hefe optimal 
Polyphosphat aufbaut, so wird auch bei mehrstiindiger Inkubation 
hSchstens so viel Phosphat ~ufgenommen, dab der Polyphosphatgehal~ 
22 mg P205 pro Gramm Hefe trocken nieht fibersteigt. Dies entsprieht 
bei normaler Bierhefe einer Zunahme yon 50--60~ . 

In  weiteren Versuchen wurde der EinfluB verschiedener Faktoren 
auf  die Polyphosphatanreieherung gepr/ift. Dabei ergab sich, dag unter 
aeroben Bedingungen ebensoviel Polyphosphat aufgebaut wird wie 
unter  anaeroben Bedingungen. Der Zusatz yon Ammoniumionen ffihrte 

T~belle 3. Ein/lufi yon Mg-Ionen au] die Polyphosphc~tsynthese verarmter He~ezelten 
(Inkubation yon 1 g Here trocken in 120 ml Phosphat-Glucose-L6sung) 

K o n z .  an  Mg ++ i m  
N ~ h r m e d i u m  i n  iY[o]/1 - -  1 �9 1 0  - ~  3 , 3 . 1 0 - *  1 .  l 0  8 3 , 3  �9 1 0  - 3  

Gebildetes Polyphosphat 
nach 2 Std in Mfllig~'amm 
P205/g Hefe trocken 42,7 53,4 74,0 102,6 103,7 

zu keiner signifikanten Ver/~nderung der Polyphosphatbildung. ttin- 
gegen wurde die Polyphosphatbfldung vermindert, wenn ira Inkubations- 
medium das Magnesium fehlte. Die Abhs der Polyphosphat- 
bildung yon der Magnesiumkonzentration im Medium zeigt Tab.3. 
Bei 10 -a Mol/1 ist die optimale Mg++-Konzentration erreieht. Unter Be- 
riicksiehtigung der Volumenverh/~ltnisse im Ansatz ergibt sieh fiir 1 g 
Here troeken, dug die Qegenwart yon 120/~Mol Magnesium im Medium 
die zusgtzliehe Bfldung yon Polyphospha~ ~us 845 #Mol Phosphat 
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ermSglieht. Magnesiumbestimmungen ergaben, dal] der Gehalt normaler 
Hefezellen bei der Verarmung yon 103 #Mol/g Hefe troeken auf 49/AY[ol/g 
Here troeken absinkt. ]3ei der Phospatanreicherung in Gegenwart yon 
Mg ++ steigt er fiber den normalen Weft hinaus auf 180#1~ol/g Here 
troeken. 

Dutch weitere Versuehe so]lte geklgrt werden, ob die starke An- 
h/~ufung yon Polyphosphat naeh Phosphatverarmung dureh eine ge- 
steigerte Syntheserate oder durch eine verminderte Abbaurate bei un- 
veriinderter Syntheserate verursacht wird. Nach unseren fr/iheren Unter- 
suchungen (LA.~o~ u. LISS 1958b) geht der Umsatz der Polyphosphate 
so vor sich, dab die hSchstmolekulare Fraktion 4 auf bisher unbekannte 
Weise als erste Polyphosphatfraktion aus Orthophosphat fiber ATP 
gebildet wird. Der suezessive Abbau zu den niedermolekularen Frak- 
tionen erfolgt in der 1%efllenfolge Fraktion 4 (260 Phosphatgruppen 
je ~[olekfil, siehe S. 391) -+ Fraktion 3 (55 Phosphatgruppen je Molekti], 
LlSS u. L A ~ o ~  1959) --~ Fraktion 2 (20 Phosphatgruppen je Molekfil, 
LIss u. LA~Gmr 1959) -+ Fraktion 1 (Tri- bis Heptaphosphat, LOttl~ANN 
U. LANGEN 1956). Die besonders starke relative Zunahme der Fraktionen 4 
und 3 (Tab.2) legte die Annahme nahe, da[~ ein Aufstau infolge ver- 
minderter Polyphosphatase-Aktivititt vorliegt. In diesem Zusammen- 
hang sind Befunde yon K~ISH~A~ u. ]~AiIA5 (1953) bemerkenswert, 
die feststellten, dat] bei A s p .  ~ige~ ~ einem niedrigen Polyphosphatgeh~lt 
eine niedrige Polyphosphatase-Aktivit~t entspricht und umgekehrt. Es 
wurde daher versucht, Untersehiede in der Polyphosphatase-Aktivit~t 
normaler und verarmter ttefezellen festzustellen. Naeh dem im metho- 
disehen Tell besehriebenen Verfahren fanden wir ffir normale Here 
folgende Durehschnittswerte: 52 mg Orthophosphat/g Troekenhefe je 
Stunde ffir Fraktion 2 als Substrat, 29 mg 0rthophosphat/g Trocken- 
here je Stunde ffir Fraktion 3 als Substrat und 25 mg Orthophosphat/g 
Trockenhefe ]e Stunde f/ir Fraktion 4 als Substrat. 

Bei der Untersuehung verarmter Hefe ergaben sieh jedoch aus bisher 
ungekl~rten Grfinden Schwankungen. Die M~tivit~ten lagen teilweise 
fiber, teilweise unter den Aktivits normaler Here. Eine signifikante 
Verminderung war auf jeden 1%11 nicht feststellbar. 

Es wurden daher Versuche zur Bestimmung der Syntheserate der 
Polyphosphate normaler ttefezellen durchgeffihrt, um diese mit der 
8yntheserate verarmter Hefezellen verg]oiehen zu kSnnen. Da sich 
die Polyphosphate gitrender Hefezellen in einem sts Umsatz be- 
finden, stellt die Bestimmung der Syntheserate mit ~P die zuverlitssigste 
Methode dar. Aus einer Reihe yon Versuchen, fiber die in anderem Zu- 
sammenhang ausftihrlich beriehtet werden soil, erwahnen wit hier nttr 
die Messung der Bildung yon Fraktion 4 aus ATP, da die Fraktion 4 
die prim/ir entstehende Polyphosphatfraktion darstellt, aus der die 
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fibrigen Fraktionen dureh Abbau hervorgehen. Eine direkte Synthese 
der Fraktionen 3, 2 und 1 aus ATP wfirde, falls sie stattf~nde, nur yon 
unbedeutendem AusmaB sein, was daraus folgt, dab die spezifisehen 
Ak~ivit/tten der Frak~ionen 3, 2 und 1 wesentlieh kleiner sind als die 
spezifische Aktivi tgt  der Fraktion 4 ( L A ~ a ~  u. Lxss 1958b)1. 

Ffir die Berechnung des in der Zeiteinheit synthetisierten Poly- 
phosphats wurde yon folgender Gleiehung ausgegangen: 

( oo dor _ t oo dor  ndoroo  m 
aufgenommenes ~ P ] \ abgegebenes 32p = der Frak~ion 4. 

Die auf  der rechten Seite der Gleiehung stehende GrSBe wird gemessen. 
Die unbekannten a~P-Mengen auf der linken Seite der Gleiehung werden 
dureh die Produkte aus Phosphatmenge (~lp j r  32p) und der zugehSrigen 
spezifischen Aktivi tgt  ersetzt: 

aufgenommenen Phosphats abgegebenen Phosphats ] -~ 32p. Gehal~. 

Ffir die spezifische Aktivit/it des aufgenommenen Phosphats wird die 
mittlere spezifische Aktivi ts  der ~erminalen Phosphatgruppe des ATP 
als der Vorstufe der Frakt ion 4 eingesetzg, ffir die spezifisehe Aktivit/~t 
des abgegebenen Phosphats die mitt lere spezifisehe Aktivit/tt der 
Fraktion 4. Dabei wurden vereinfaehend die aus Anfangs- und Endwer~ 
bereehneten Mittelwerte verwendet. Von den beiden Phosphatmengen 
ist nur eine unbekannt,  die andere ergibt sieh aus der ersteren bei Be- 
rfieksichtigung der w/thrend der Beobachtungszeit auftretenden Mengen- 
/~nderung der Fraktion 4. Damit  1/tBt sich die obige Gleiehung naeh Ein- 
setzen der MeBwerte auflSsen. In  Tab. 4 sind die MeBwerte eines Ver- 
suehes und die daraus errechnete Syntheserate angegeben. Auf 1 Std 
umgereehnet ergibt sieh ein Wert  yon 3,3 mg/g Here trocken. D a r e r  ist 
nachgewiesen, dab die bei der Polyphosphatanreicherung beobaehtete 
Ansammlung yon maximal  70 mg/Std/g Hefe troeken nieht dureh einen 
gehemmten Abbau beim Umsatz der Polyphosphate zustandekommt, 
sondern dureh eine auf  fiber das 20fache gesteigerte Syntheserate ver- 
ursaeh~ wird. Dieses Ergebnis veranlaBte uns, aueh den relativen Anteil 
zu bestimmen, den die Synthese des energiereiehen Polyphosphats an 
der Menge des insgesamt in Bindung/iberff ihrten Orthophosphats hat. 
Da, wie oben erw/~hnt, das AusmaB der Polyphosphat-Syntheserate unter 
anaeroben Bedingungen ebenso hoeh ist wie unter aeroben, konnbe 

1 l~iir die Bestimmung der Syntheserate sind die in der zitiergen Arbeit wieder- 
gegebenen Daten nicht geeignet, da seinerzei~ die Fraktion 4 noch nicht in aus- 
reichender Reinhei~ isoliert wurde, und weft -- wie wir sparer fanden (L~NG~x 
u. LIss 1960) -- die spezifisehe Aktivit~t des Orthophosphates mit der der ~ermi- 
nalen Phosphatgruppe des ATP nicht iibereins~immt und deshalb nicht zur Bereeh- 
hung der Umsatzrate verwandt werden kann. 
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diese Bestimmung unter anaeroben Bedingungen durchgeffihrt werden, 
unter denen die Menge des yon der Zelle in energiereiehe Bindung iiber- 
ffihrten Orthophosphats leicht festzustellen ist (LY~E~ u.Ko~mGSnERCE~ 
1951). Mit der im methodischen Teil beschriebenen Versuchsanordnung 

Tabelle 4. Daten zur Berechnung der Polyphosphat-Syntheserate normaler He/ezelleu 
Angaben ffir a2p in Imp/min/g Hefe trocken, fiir (a,p 9- a2p) in ~illigramm P205/g 

Here trocken, fiir spez. Aktivitg~en in Imp/rain/rag P205 

Zeit in rain 

Spez. ~tivit~t der 
Phosphatendgruppe 
des ATP 

1YIittlere spez. Aktivitgt des 
yon Fraktion 4 auf- 
genommenen Phosphats 

Spez. Ak~ivit~t der 
Fraktion 4 

Mittlere spez. Aktiviti~ des 
yon Frak~ion 4 abgegebe- 
nen Phosphats 

Phosphatmenge (alp @ a2p) 

in Fraktion 4 

A Phosphat in Fraktion 4 
a2p in Fraktion 4 

A 32p in t~raktion 4 

Syntheserate 
Milligramm P205/g 
Hefe ~rocken 

336000 

112000 

3,25 

364000 

341000 

129000 

9-0,3 

~- 153000 

10 

346000 

146000 

3,55 

517000 

351000 

161000 

--0,1 

9-90000 

0,54 0,56 

20 

356000 

176000 

3,45 

607 000 

Tabelle 5. Verhdiltnis des von verarmter He/e sy~zthetisierter~ Polyphosphats zum 
insgesamt in Bindung i~ber/iihrter~ Orthophosphat 

Hefemenge 
in ~ feucht 

0,75 
3,0 
0,75 

Inkubations- 
dauer in rain 

i0 
i0 
50 

/~Z~oI freigesetztes 
002 = /AVIol in Bin- 

dung iiberfiihr tes 
Or thophosphat 

305 
1212 
1465 

/J~fol 
synthetisiertes 
Polyphosphat 

33 
130 
166 

Anteil des synthetisierten 
Polyphosphats an dem in 
Bindung ttberffihrten 

Orthophosphat in ~ 

10,8 
10,7 
11,3 

wurde gefunden, dab w/~hrend der ersten 50 rain der Polyphosphat- 
synthese nach Phosphatverarmung mindestens 100/o des bei tier Glueose- 
verggrung in gebundenes Phosphat/iberfiihrten Orthophosphats fiir die 
Polyphosphatsynthese verwaudt werderr (Tab. 5). 
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Diskusslon 
Durch die vorliegenden Yersuche wird als Ursache f/ir die starke 

Polyphosphatansammlung bei der Inkubation phosphatverarmter Here 
mit Phosphat eine vielfaeh verst~rkte Polyphosphatsynthese erkannt. 
Eine als Folge der Verarmung eintretende Verminderung des Abbaus 
dureh eine Verringerung der Polyphosphatase-Aktivit~t h/~tte nur dann 
zu der beobaehteten Polyphosphatansammlung his zu 70 mg P205 pro 
Gramm Here troeken pro Stunde ffihren kSnnen, wenn die Syntheserate 
normaler tIefezellen in der gleiehen GrSBenordnung l~ge. Sie liegt abet, 
wie die Versuehe mit 32p ergeben haben, bei 3,3 mg P205 je Gramm Hefe 
trocken und Stunde. Das bedeutet, dub yon verarmter Itefe im Ver- 
gleich mit  normaler Hefe etwa die 20faehe Mange an Polyphosphat 
synthetisiert wird. Eine u der Abbaurate w/~re unter diesen 
Umst/~nden yon untergeordneter Bedeutung. Ber/icksiehtigt man die 
in den Fraktionen 3, 2 und 1 auftretenden Polyphosphatmengen, so er- 
kennt man, dab sogar ein verst~rkter Abbau vorliegt, da diese Frak- 
tionen bereits Abbaustufen darstellen. Der verst/irkte Abbau beruht in 
diesem Fall zweffellos auf den gegenfiber normaler t tefe stark erhShten 
Substratkonzentrationen (Tab.2). Wie die Bestimmungen der Poly- 
phosphatase-Aktivitgten zeigen, ist die Kapazit/~t durchaus vorhanden, 
mehr als 3,3 mg P20~ je Gramm Hefe trocken und Stunde (entsprechend 
der Syntheserate) abzubauen. Der groBe Untersehied zwischen den in vitro 
gemessenen und den in vivo vorliegenden Abbauraten kann versehiedene 
Ursaehen haben, l~eben Unterschieden im pil-Wert, der Mg-Konzen- 
tration und der Substratkonzentration dfirfte besonders die Lokalisation 
yon Ferment und Substrat eine wichtige Rolle spielen. Das ergibt sich 
sehon daraus, dab die in ruhender Hefe vorhandenen, betr/iehtlichen 
Polyphosphatmengen fast keinem Abbau unterliegen. 

Die Frage naeh dem Grund ffir die ungewShnliehe Steigerung der 
Polyphosphat-Syntheserate naeh vorheriger Verarmung der Hefezellen 
mul3 zun~chst often bleiben. Ehe weitere Ergebnisse vorliegen, ]assen 
sieh nnr Vermutungen anstellen. Es ware z. B. denkbar, dab durch die 
Zfichtung unter Phosphatmangel phosphatverbrauehende Synthese- 
reaktionen in irgendeiner Weise geseh~digt werden. H~lt diese Schs 
digung bei der Uberfiihrung in ein phosphathaltiges ~edium noch eine 
Weile an, so kSnnte das l~berangebot an Phosphat zu einer verst/~rkten 
Polyphosphatsynthese ffihren, ffir die dann --  wie die Versuehe zeigen --  
etwa 10~ des bei der G~rung in Bindung iiberfiihrten Orthophosphats 
verbraucht werden. 

Anhang 
Neue Bestimmungen der Kettenl~inge der Fraktion 4. Die starke Anreicherung der 

Polyphosphate in den besehriebenen Versuchen bot die MSgliehkeit, die preparative 
Isolierung der Fraktion 4 zum Zweck der Kettenl~ngentitration unter wesentlieh 
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gfinstigeren Bedingungen erneut durchzuffihren. Da sich zum Beispiel im Extrakt 
der Fraktion 4 bei phosphatangereicherter Hefe etwa zehnmal soviel Polyphosphat 
befindet als bei der friiher verwendeten normalen Here, kann die Aufarbeitung mit 
viel weniger Hefe durchgefiihrt werden, und das Verhaltnis yon zu entfernenden 
Begleitsubstanzen zum Polyphosphat ist stark verringer~. 

Fo]gende Ab~nderungen wurden gegenfiber der frfiher beschriebenen (L~ss u. 
LA~G/~I~ 1960) Methode vorgenommen: Fiir einen Ansatz wurden 25 g verarmte 
Here 150 rain mit Phosphat, Magnesium und Glucose inkubier~ und anschlie~end die 
normale Extrak~ion bis einscMiel~lich Fraktion 3 durchgeffihr~. Danaeh wurde 
zweimal mit 96~ Alkohol und einmal mit Ather extrahiert, wodurch die Menge 

Tabelle 6. Bestimmung der Kettenldinge der JTra/ction 4 

Phosphatmenge Verbrauch an n/lO0 Kettenlinge 
( ~ o l  P) Ba(OH)~ yon p~ 4,5--8 

1197 255 
461 263 

i. Pr~parat 
2. Praparat 

0,94 
0,35 

der ira folgenden Extrakt auftretenden Begleitsubstanzen verringer~ wird. Bei der 
Extraktion der Fraktion 4 wurden der DodecylsulfatlSsung 0,5~ Xthylendi~mino- 
tetraacetat zugesetzt, um schon an dieser Stelle die depolymerisierenden Kationen 
zu binden. Ffir die Behundlung mit Aktivkohle sind nur noch 2,5 g erforder]ich, die 
Eiweil~ und Nucleinsauren restlos entfernen. Auf die preparative Elektrophoresc 
konnte verzichtct werden, was eine wesentliche Vercinfachung bedeutet. 

An gereinigten Pr~paraten wurde eine Kettenl~nge yon 260 Phosphatgruppen je 
Molekfil festgestellt (Tub. 6), wodurch die frfiher bestimmte Zahl (LIss u. LA~GE~ 
1960) yon 165 wesentlich fiberschritten wird. Das Molekulargewicht dieses Poly- 
phosphats betrigt  fiber 30000. Eventuell hat bei der fffiheren Darstellung der 
Pr iparate  bereits ein Abbau stattgefunden. 

Auch bei der angereicherten Hefe werden yon der 1%aktion 4 mit Dodecylsulfat 
nur etwa 750/o extrahiert. Die Charakterisierung der restlichen 250/0 steht noch aus. 

Zusammenfassung 
1. Es  wurden  Versuche fiber die P o l y p h o s p h a t s y n t h e s e  phospha t -  

ve r a rmte r  I tefezel len  durchgeff ihr t .  Die Ver te i lung des Phospha t s  au f  
die vier  P o l y p h o s p h a t f r a k t i o n e n  verschiedenen Molekulargewichtes  
weieht  erhebl ich yon  der  in no rma le r  t t e fe  b e oba e h t e t e n  Ver te i lung ab.  

2. Die s t a rks t e  Po lyphosph~ t syn these  l a n d  nach vorangehender  
aeht-  bis zehnstf indiger  Vera rmung  s tar t .  Magnesiumionen fSrdern die 
Synthese  erheblieh.  A m m o n i u m i o n e n  s ind ohne Einflu•. Die Synthese  
is t  un t e r  ae roben  und  un te r  anae roben  Bedingungen  gleieh groG. 

3. U n t e r  op t ima len  Bedingungen  werden in 2 S td  bis zu 142 mg 
P o l y p h o s p h a t  (als P205) je 1 g Hefe  t roeken  synthe t i s ie r t .  Die Trocken-  
subs tanz  soweit  angere icher ter  t{efe besteh~ dann  zu 23~ aus Poly-  
p h o s p h a t  [auf  (KPOs)n" K~O bezogen].  

4. Die P o l y p h o s p h a t - S y n t h e s e r a t e  normale r  Here  wurde  m i t  Hilfe  
yon 32p b e s t i m m t :  D a  sie n u t  3,3 mg  P205 je G r a m m  Hefe t roeken  und  
S tunde  be t rag t ,  be ruh t  die A n s a m m l u n g  yon  bis zu 70 mg P205 je G r a m m  
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t t e f e  t rocken  und  S tunde  bei  ve r a rmte r  t Ie fe  auf  einer aul3erordentlich 
ges te iger ten  Synthesera te .  Eine  ve rminder t e  A b b a u r a t e  ware  yon unter -  
geordne te r  Bedeutung .  

5.10~ des yon  v e r a r m t e r  Here bei  der  Gs  in Bindung  fiber- 
f i ihr ten  Or thophospha t s  warden  f/Jr die Po lyphospha t syn the se  ver- 
b raueh t .  

6. Die m i t  Dodecylsuffa t lSsung ex t r ah ie rba ren  75~ der  F r a k t i o n  4 
haben  eine mi t t l e re  Ke~tenl/~nge yon  260 P h o s p h a t g r u p p e n  pro lV[olekiil. 
Beim Vorl iegen yon  KPOa-Einhei~en en t sp r i ch t  dies e inem Molekular-  
gewieht  yon  e twa  30000. 

Die Durchfiihrung der Untersuchungen wurde yon Herrn Prof. Dr. K. LOHlVIANN 
durch wer~volle Hinweise sehr gefSrdert. 

Frl. K. ElgGEL1KANlg, Herrn H.-J. GROBE und Herrn H. H•PFIgER danken wir 
ffir gewissenhafte Hilfe. 
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