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61. Vergleichende Untersuchungen iiber die Aktivitiiit, Magnesium- 
Aktivierung und Stabilitat der alkalischen Nierenphosphatase. 

3. Wtteilung iiber Phosplr.ita.rn 

von H. Aebi. 
(29. I. 49.) 

I n  fruher mil geteilten T'ersuchenl) i .t gcztiigt \i o i ~ c l ~ i i .  v. elclitl 
I-krleutung tier M'ahl des Puffergemischc.. lwi  t le i .  l k s t  iiiiniritig c1t.1. 
Phosphatase-Rktivitat zukommt. J e  n:ivIi tler . h a 1  i inc l  St :irk(> t!+ 

rerv-endeten Puffers 1-ariiert das resiill i t h i  endv pII  -Opt ritiiiin TOII 

Nierenhomogenat zwischen 9,03 uncl 9,7 i i  i i ( i  die d:il)cJi I)~.ol):ic.htct(~ii 
Phosphntase-;2kti\.itaten schwanken b v t  I iid.htliclt i an1 (':I.  100 
Die bei dieseri Studien festgestellte henini~~iide IVirkuiig iwi  tler 
Phospliatasehextimniung oft verwendel('ii C'ar4hoii:i1 - I 1  J t l  I oqencar- 
l)o~int-Puffers xowie des Ammoniak-Bniriic~~iiiimc~hloi~icl- I ' i i i t t . 1 ~ ~  zrigt 
ein gegensateliches Verhalten, indem die t.istrrc2 l o i s  allc>ni iiur auf 
dem alkalisclien Schenkel, die letztere n i i i  a u f  tlcm \airi-t'ti Schcnkcl 
tler p,-Wirkungskurve hervorzutreten sc.lrt.iiit ". 

naher untersucht ; gleichzeitig wird auch ( l a  YwIMII c \ c i *  iiktivitl- 
rentlen Wirkung drs Magnesiums lint els cmcliit~tlt.iic~ii Kc.:ilitionh- 
hedingungen in den Kreis der Retrachtuiigthit einhczoq~ii .  Ljiivgelicntl 
von den grundlegenden Anschauungen o i i  JI,ichcrdcs i i i i t l  If rnfen 3 ,  

sou-ie HaZdane4), wonach die Fermentaklii i f  itt a (~itg(+(~ii(l tliirch (tic. 
Konzc~ntration der intermediiir gebildeten 1.: w y m -  L3nl)ytr:i 1 c.i-l)indung 
resp. ( h e n  Zerfallsgeschwindigkeit gegehwi <(.in soll, \i irtl (lei, \Termcli 
witernommen, die gemachten ReobachtuiigLcbir qii:int it:iti\ LII t'rfausm. 

W-#hrentl die weiterm Versuchsbeding uiigm in lwziii! : ~ i i f  Lir t  d e h  

Suhstrats, Versuchsdaiier mid Tempcrat 1 1 1  clurt-li friilicw~ r n t e i  - 
suclier (z. R. DeZor?y und King5)) eingeheiid tlidiul icbi-t \i oulen hintl. 
so11 hier lcdiglich noch ein Reitrng zur Fr:icti geleistc1t ( ' I  t L r i i .  wie (lit. 
Einheit der ~hosphstase-Bktivitat  gewali It wertlcn wll. ZII  tlicscwi 
Zwecke werdcn die heiden haufig arig+.n and tc.11 1 i ; i i i l i c . i tc ln  ~ o i i  

A .  Bodansky6)  (3Iafist;tb : ,,Ausbeute" :iii :I bg;Csp:ilt (iiic'111 l'hosphat 
wahrend einer hestimniten Beitdauer) uncl 0. B o d m i s h y 7 )  (JI;iQstal): 
Reziproker Wert der Zeit, die zur Erzieliiiig eincs 1 m t  ininitcn , ? t T r n -  
satzes" erforderlich ist) miteinander verg1ic.hc.n. ~.ichlic~s~lic~h xtrllt ( l i t >  

I n  tiieser Rrbeit werden nun dicst I Fcnirnungwi 

l )  Helv. 31, 1761 (1948). 
2, Helv. 31, 1943 (1948). 
3, Bioch. Z. 49, 333 (1913). 
4, Enzymes; Longmans, London, 1930. 

5 ,  l < i o t  hcrn. *J. 37, 54; ( 1943). 
b, . I  Riol. Clieni. 101, ! I 3  (1033). 

. I  1;iol. ( 'hrni. 120. 355 (1937). 
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utnerschiedliche Stabilitat der Nieren-Phosphatase in verschiedenen 
Puffergemischen eine weitere experimentelle Stiitze fur die von Kayl)  
geausserte Hypothese dar, wonach die p,-Aktivitatskurve als Re- 
sultante von Aktivitatakurve im eigentlichen Sinne und Stabilitats- 
kurve zu betrachten ist. 

Zwar ist im Falle der Phosphatase-Aktivitat die Wunschbarkeit 
einer solchen vergleichenden Untersuchung ebenso gross, wie die Zahl 
der zu deren Messung vorgeschlagenen Methoden. Die weitere Ver- 
folgung dieser unterschiedlichen Puffereinflusse und anderer Effek- 
torenwirkungen hat aber nicht zuletzt den Zweck, weitere Anhalts- 
punkte zur Kl.arung des Aufbaues der Phosphatase zu gewinnen. 

E xper in ie i i t e l l er  Teil. 
1. Methodik .  

Die Bestimmung der Phosphatase-Aktivitat von Nierenhomogenat erfolgte nach der 
hereits niitgeteilten Methode2). Diese beruht auf folgendem Prinzip: Es wird diejenige 
Menge an anorganischem Phosphat3) bestimmt, die durch das im fein suspendierten Nieren- 
gewebe vorhandene Enzym (Phospho-mono-esterase) innert 30 Minuten vom Substrat 
(Natrium-/I-Glycerophosphat) abgespalten wird. Sofern nicht ausdriicklich anders ver- 
merkt ist, sind die iibrigen Reaktionsbedingungen dieselben, wie sie bei der Standart- 
methodilr beschrieben worden sind; d. h. als Puffer Veronal-Natriumcarbonat/HCl-Puf- 
fer -0,05-m. nach King und DeZory4), p H  = 9,2; als Substrat Natrium-8-Glycerophos- 
phat (Kodak) 0,S-proz. = 0,016-m.; Temp. = 38O; t = 30 Minuten; alle p H  wurden durch- 
wegs bei 200 mittels Glaselektrode bestimmt. Zum Ansatz von 9 cm3 wurde 1 cm3 in 
Puffer suspendiertes verdiinntes Gewebehomogenat zugesetzt. Die Verdiinnung betrug 
bei Rattennieren und Pferdenieren 1 : 80, d. h. pro 1 om3 (resp. Ansatz) 12,5 mg Frisch- 
gewebe6). Die Angabe der verwendeten Konzentration an Magnesiumchlorid wurde nach 
dem Vorschlag von K a y  als qnrg angegeben, wobei qMg den negativen Logarithmus der auf 
Mg bezogenen Molaritat bedeutet, meistens qMg = 2,3 = 0,005-m. beziiglich Mg. 

2. Zei t l icher  Ver lauf  d e r  P h o s p h a t a b s p a l t u n g  m i t  u n d  ohne  Magnesium- 
z u s a t z  i n  verschiedenen  Puffergemischen .  

Schon die Grosse des friiher mitgeteilten Konversionsfaktors von ca. 0,63, der zur 
Ermoglichung von Vergleichen zwischen 30 und 60 Minuten dauernden Versuchen berech- 
net wurde, lasst den Schluss zu, dass die Zeit-Umsatzkurve - wenigstens unter jenen Ver- 
suchsbedingungen - eine relativ stark gekriimmte Kurve darstellt ; dieser Faktor gibt das 
Verhaltnis an zwischen abgespaltenem Phosphat nach 30 Minuten und abgespaltenem 
Phosphat nach 60 Minuten Versuchsdauer (z. B. 0,63: 1,O). 

Es hat sich nun gezeigt, dass die Grosse dieses Faktors yon verschiedenen Versuchs- 
bedingungen abhangt, und zwar in erster Linie vom Magnesiumzusatz, dann von der Art 
des verwendeten Puffers, vom p und der sich mit zunehmender Phosphatabspaltung 
immer stiirker bemerkbar machenden Phosphathemmung. In  Tabelle 1 sind die beobach- 

1) Physiol. Reviews 12, 384 (1932). 
2, Helv. 31, 1761 (1948). 
3) P-Bestimmung nach A.  Bodansky (loc. cit.); photometrische Bestimmung als 

4) Enzymologia 8, 278 (1940). 
6 )  Wie bei A .  Bodansky sol1 diejenige Menge Enzym als 1 Phosphatase-Einheit be- 

trachtet werden, die (bezogen auf 1 g Frischgewebe) unter den gegebenen Versuchsbedin- 
gungen 1 mg Phosphor (als Phosphat) abspaltet. 

Molybdanblau. 

30 
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teten Konversionsfaktoren, die iiber den Verlauf der Zcit -Umsatzkurve ( t  = 0-60 Mi- 
nuten) Aufschluss geben, znsammengestellt. Bei fast liiica i’em Kurvenverlauf nahert sich 
der Faktor dem Grenzwert 0,5; je mehr dagegen der \Tvrt, ansteigt, iini so griisser ist die 
im Versuchsverlauf festzustellende Abnahme der Spalt Imgsgeschwindigkvit. Ztir Ermitt- 
lung dieser Werte wurde das Ausmass der Substratspalt nng bei drn ,jewriligen Versuchs- 
bedingungen nach 0, 10, 20, 30, 45 und 60 Minuten bcsl inimt. 

Vergleicht man die Zeit-Umsatzkurven in 0,l-ui. Vrronal-Xa, 0 , l - i n .  CO,,”!HCO,’ 
und 0,l-m. NH,/NH,CI-Pnffer jeweilen ohne und 111 it, optirnalrm .12:lgrlc,sitinl-Zusatz 
(MgCI,) bei ihren pH-Optima miteinander, so ergibt sicli das in lqig. 1 tlargestellte Bild. 

h i  Verlauf dieser Kurven fallt vor allem das von l’nffer zu Puffer verschicdene und 
auch vom Zeitpunkt abhangige Ausmass der aktivieren(lr1i Wirkung des Magnesiums auf. 
Xan beachte den nahezu linearen Kurvenverlauf bei t11.r CIg-Aktivic,rung in Vcronal-Na 
und in CO,”/HCO,’-Puffer. Wahrend bei diesen beii1i.n Puffern ohnc 31g-Zlisatz die 
Spaltungsgeschwindigkeit anfangs nicht wesentlich geri tigi’r zu sein scheint . niinmt diese 
jedoch im Verlauf des Versuches relativ rasch ab. Im (:qynsatz zum Verhaltcri in diesen 
beiden Puffern ist die aktivierende Wirkung des Mg-Zu qatzes im 0 , l - i n .  WH,/NH,Cl- 
Puffer in der Nahe von dessen pH-Optimum nur sehr gixriirg; h i  langerrr Versuchsdauer 
bcwirkt der Zusatz sogar eine Hemmung. 

f0 20 30 45 60 
Mkuh 

Fig. 1. 
Zeit-l‘msatzkurven der alkalischen Sieren-Phosphatasc I 11 ~erschiedenc:n I’iiffergemischen 
ohne ( - Mg) und mit Zusatz (+Mg) von MgC1, (qMg = 2.3) beim jeweiligrri pH-Optimum. 

o m  = 0,l-in. Veronal-Na/HCl 
o = 0,l-m. CO,”/HCO,’ 
A A = 0,l-m. NH,/NH,C‘I 

pH = 9,25 
pH = 9,05 
pH == 9,60 

0 = mit Mg-ZnstLtz 
o .: ohnc, Mg-Ziisatz 

Wie aus Tabelle 1 zu entnehmen ist, zeigen die Zcil - U  insatzkurvcn niit Mg-Zusatz - 
ausgenonimen diejenige in NH,/KH,Cl bei p H  = 9,6 - (,inc.n relittiv grradlinigen Verlanf. 
Die geringe Abnahme der Spaltungsgeschwindigkrit in  Veronal-hTa-CO:,”/HC1-Puffer 
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+ MgCI, bei pR = 8,6 lasst sich nun allein durch die Tatsache hinreichend erklaren, dass 
die Substratkonzentration (S) nach der Zeit t nur noch (S-x) betragt, vorausgesetzt, dass 
die Spaltungsgeschwindigkeit (k) in jedem Zeitpunkt der Reaktion zur jeweiligen Suh- 
stratkonzentration proportional ist und die Enzymmenge (E) konstant bleibt. 

Tnbelle 1. 
Abhangigkeit des Konversionsfaktors ( Quotient aus P-Abspaltung in 30 Minuten : P-Ab- 
spaltung in 60 Minuten) vom Mg-Zusatz, der Art des Puffergemisches und dem pH. Das 
Zeichen .J gibt an, in welchen Ansatzen das Auftreten einer Fallung beobachtet wurde. 

CO3”/HCO,’0,1-m.. 
Veronal-PJa OJ-m. . 
NH,/NH,ClO,l-m. . 

I Puffer 1 P H  1 

9,05 0,71 0,71 0,70 0,73 $0,55 $0,55 $0,55 J.0,57 
9,3 0,63 O,65 0,62 0,6l 0,54 0,56 0,56 0,54 
9,6 0,59 0,58 0 3 7  - $O,T1  40,70 $0,68 - 

~ 

30 Minuten 
6O-MinutG 

Versuch No. I-- 99 1 100 

I-- NH,/NH,CI 0,1-m. . I 9,l I 0,55 I O , W  I 1 0,58 034  I 0 3 3  I 

- I I ohne Mg-Zusatz I mit Mg-Zusatz (q&Ig = 2,3) 

Versuch No. 

0,54 

8,6 0,59 0,60 0,57 0,55 0,62 0,53 0,53 0,51 
0,69 0,66 0,67 0,62 $0,57 $0,53 $0,56 $0,56 

Veronal-Na-CO,”/ HCl - 0,05-m. 1 i:i 1 0,64 1 - I 0,64 1 - ,$0,65 I - 1$0,54 1 - 
Versuch No. I 1 91 I 95 I 96 I 98 !I1 1 95 1 96 1 98 

Es wurde zu diesem Zweck die Zeit-Umsatzkurve - mononiolekularen Verlauf be- 
zuglich (S) annehmend - nach der Gleichung von IYiZheZmy*) berechnct iind aus diesen 
Kurven folgende Konversionsfaktorcn 

30 min 1 s 
60 inm abgelesen : k.(E)  == . l o g (  s -x  

Bei einer Substratkonzentration von0,5:’, = 0,016-m. zuBcginn desVersuches und bei 
einer Phosphatabspaltung entsprechend 200 y P/30 Minuten ist Q 30/60 = 0,512 und bei 
einer solchen entsprechend 250 y P/30 Minuten, Q 30/60 = 0,515. Daraus ist ersichtlich, 
dass der unter obigen Versuchsbedingungen beobachtete Kiirvenverlauf allein durch 
die Abnahme der Substratkonzentration bedingt wird. Fur  diese Annahme spricht die 
Ubereinstimmung der experimentell bestimmten Wertt. fur  Q 30/60 = 0,51-0,53 mit 
den auf Grund der Glcichung (1) berechneten Werten ( Q  = 0,51-0,52). 

Mit den eingangs envahnten Ausnahmen betragen alle andern bei Mg-Zusatz be- 
obachteten Konversionsfaktoren 0,53-0,57. Fur das weitere Ansteigen des Faktors um 
ca. 0,024,04 (von 0,52 auf 0,54-0,56) kommen zwei Ursachen in Frage. Wie &us Glei- 
chung (1) zu ersehen ist, liann dieser Anstieg durch die Abnahme yon (E) (= teilweise 
Inaktivierung des Enzyms) oder durch den Anstieg der Geschwindigkeitskonstante k 
im Sinne einer Reaktionsverlangsamung verursacht werden. Eimmt man die erste Mog- 
lichkeit als die wahrscheinlichere an - die Grunde hiefur sind unten diskutiert -, so be- 

l) Zit. nach A’ord- Weidenhagen, Handbuch der Enzymologie, Leipzig, 1940 (S. 255) .  
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t,ragt die Abnahme der aktiven Enzymmenge von t, 60 Minuten 
ca. 5---109;, sofern der nach (1) berechnete Kurvenvcd~uf rinein Koiivcrsionsfaktor 
Q 30/60 von 0,54-0,56 entspricht (Werte im Experim~~nt : Q 30/60 := 0,5:%-.0,57). Die 
Snnahme einer Verminderung der aktiven Enzymmeng. u in 5-- -10''(1 inncsrt 30 Minuten 
steht niit den in Abschnitt 8 mitgeteilten Stabilitatsversiiclien iri hereinstiminung. 

Die ohne Mg-Zusatz resultierenden Zeit-Umsatzkurvcn wcisen anf Grund ihres we- 
sentlich hiiheren Konversionsfaktors auf eine weit bcd(.ut~:nderc Ahnsht~ic~ dcr aktiven 
Enzymkonzentration hin. In  welchem Masse diese bediiigt. i*t durch oinc wahre Inaktivie- 
rung des Enzyms oder durch die Bindung als unwirks:mier Enzym-Phosphntkomplex 
muss dahingestellt bleiben. Es sei hier lediglich darauf hi tigewiesen, dass die. Abndime der 
aktiven Enzymmenge (oder das Ansteigen der Reaktioiiskonsta~ite) am ansgepriigtesten 
im 0,l-m. CO,"/HCO,'-Puffer von King und Delory ist, wahmnd sie im NH,!SH,CII-Puffer 
nicht grosser ist wie bei ,,Vollaktivierung" mit Magnesiiim. 

Diese Befunde geben nun auch eine Erklarung fur ( h s  unterschiedliche Aiismass der 
aktivierenden Wirkung des Magnesiums bei Variierung (ler Versuchsdauer und Verwen- 
dung verschiedener Puffergemische, wenn man Magnesiuni 13 cniger als Aktivator, denn als 
Stabilisator betrachtet. Sofern dies zutrifft, muss die .\Is~nesium-Akt,ivic,rung rnit der 
Versuchsdauer zunehmen und in jenem Puffergemisch a t i 1  grosstcn sein, in wel(*hem die 
schnellste Abnahme der Spaltungsgeschwindigkeit zu beoliac,hten ist. Dsss tlics in der Tat 
der Fall ist, zeigt Tabelle 2. Die oben gemachten Feststc.lluiigen gelten zunachst nur fur 
die Phosphatase-Aktivitat von fein suspendiertem, friscliciii Xierengewebc. 

30 Minuten bis t, 

l53,50,, 
135 
129 
152 

164,5"/" 
116 
138 
161  

134,5% 
123,5 
122 

143% 
128 
123,5 

113 
112 
107,5 
119,5 

125,5 
128,5 
121,5 
124,5 

139,5 
1 1-4 
133 
139,5 

156 
167 
119 
148,5 

161 
lCi1,5 
164 

106 
117 
I26 

l(l3 
110 
109 

188 
188 
193 

116 
128,s 
136,5 

94 
100,s 
100 

-_____ 

- _ _ _ ~  

138,5 
137 
I36 

243,.5 
141,5 
133 

Tabelle 2. 
Aktivierende Wirkung des Magnesiums (MgCI,) in Prozc,tit bei xuGhler \'c~uc.hsdauer 

und verschiedenen Puffergemischen: Aktivitat olrne Mg-Zusatz -2 100%. 

Art des 
Puffers 

Vers. Versuc 
60 

172,5% 
I B2,5 
141 
1633 

I70 
1 83 
159 
I54 

207,5 
213,5 
208,5 

88 
89 
90 
94 

8.6 

Verona1 
CO,"/HCl - 0,05-m. 88 

89 
90 
94 

9,2 
(=opt.) 

CO,"/HCO,' 
0,l-ni. 

9,05 
(=  opt.) 

91 
95 
96 

125 142,5 
130 1 144,5 
123,5 143,5 

91 
95 
96 

123 
134 
142 

86,5 
91,5 
92 

Veronal-Na 
0,l-m. 

NH,/NH,CI 
0.1-m. 

993 
(= opt.) 

9,6 
(=opt.) 

104 

91 
95 
96 

105,5 105,5 
116 1 117 
115 115,5 

98 
99 

100 

125 132,5 
140 1 127 
136,5 140 

147,4 
137,5 
134,5 -- 
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Wahrend das Ausmass der aktivierenden Wirkung des Mg mit den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen betrachtlich variiert, zeigt der Grad der Aktivierbarkeit durch Mg bei 
derselben Methodik nur relativ geringe Unterschiede zwischen Gewebsproben (Niere) ver- 
schiedener Tiere, worauf bereits in der ersten Mitteilung (loc. cit.) hingewiesen worden ist. 

3. Vergleich zweier  z u r  Angabe  d e r  P h o s p h a t a s e - A k t i v i t a t  v o n  Geweben 
o f t  v e r w e n d e t e r  Einhei ten .  ( a )  , ,Ausbeute": mg/Minuten;  ( b )  ,,Umsatz": 

Minuten-'. 

Es bestehen grundsatzlich zwei Moglichkeiten zur Angabe der phosphatatischen 
Wirksamkeit. Wie das bei den Phosphatase-Einheiten von H. und E. Albersl), King und 
Armstrong2) und A. Bodansky3) der Fall ist, bestimmt man diejenige Menge von anorgani- 
schem Phosphat (ausgedriickt in der aquivalenten Menge P oder P,O,), die wahrend einer 
fest begrenzten Versuchsdauer durch eine bestimmte Menge von Gewebsextrakt oder ge- 
reinigtem Praparat abgespalten wird. Diese Menge wird dann z. B. auf l mg des Ferment- 
praparates bezogen und die pro Gewichtseinheit abgespaltene Anzahl y oder mg-Phosphat 
gleich Einheiten Phosphatase gesetzt. 

Mit diesem Verfahren, bei welchem gleichsam die ,,Ausbeute" wahrend einer ge- 
gebenen Zeit bestimmt wird, hat sich 0. Bodansky4) eingehend auseinandergesetzt. In  
Anlehnung an die bei anderen Fermenten geiibte Methodik hat er eine andere Einheit6) 
vorgeschlagen, die auf der Bestimmung des zur Erreichung eines bestimmten ,,Umsatzes" 
benotigten Zeit beruht. Diese Einheit ist demzufolge definiert als reziproker Zeitwert, der 
erforderlich ist zur Abspaltung von z. B. 100 y P pro Ansatz. Ware der Verlauf der Zeit- 
Umsatzkurve unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen ein linearer, so wiirde zwi- 
schen der Zeit t resp. l/t und der Menge von abgespaltenem P direkte Proportionalitat 
bestehen. Wie aus Fig. 1 zu ersehen ist, trifft dies nun nicht zu und es erscheint gerecht- 
fertigt, unter Verwendung des hier vorliegenden Untersuchungsmaterials die mit den bei- 
den Methoden erhaltenen Resultate miteinander zu vergleichen. Zu diesem Zwecke wur- 
den je 12 Abbaukurven mit und ohne Mg-Zusatz unter den in Fig. 2 angegebenen Ver- 
suchsbedingungen nach beiden Gesichtspunkten verfolgt. Tragt man nun die fiir einen 
bestimmten Punkt der Abbaukurve erhaltenen Einheiten in ein Koordinatensystem ein, 
in welchem die Abszisse die Einheiten in l/t = Minuten-', die Ordinate diejenigen in 
mg P angibt, so resultieren die in Fig. 2 dargestellten Beziehungen. 

Wahrend beide Einheiten bei den mit Mg-aktivierten Ansatzen genau dasselbe be- 
sagen (lineare Funktion, d. h. Proportionalitat im gesamten, beobachteten Bereich), ist 
bei den ohne Mg-Zusatz ausgefiihrten Versuchen eine mit steigender Phosphatase-Aktivi- 
tat zunehmende Verzerrung der Skala zu beobachten. Diese ist im 10 Minuten dauernden 
resp. bis zur Spaltung von 100 y P im Ansatz gehenden Versuch gering. Auch bei der hier 
ublichen Versuchsdauer von 30 Minuten ist die zu beobachtende Abweichung bis zu ca. 
15 Phosphatase-Einheiten/30 Minuten nicht gross. Erst bei einer Phosphatase-Aktivitat 
von 18 Einheiten/YO Minuten iibersteigt sie 10%. 

Da in der hier gewahlten Versuchsmethodik die gemessenen Phosphatase-Aktivi- 
taten von Pu'ierengewebe (Ratte) meist 1&18, hochstens aber 20 Phosphatase-Einheiten/ 
30 Minuten betragen, darf dieses einfachere Verfahren der Messung der Ausbeute nach be- 
stimmter Zeit, das von A.  Bodansky iibernommen wurde, ohne Bedenken verwendet wer- 
den, wenn es sich darum handelt, die Phosphatase-Aktivitaten von Gewebsproben ver- 
schiedener Tiere und Organe miteinander zu vergleichen. Dies andert indessen nichts an 
der Tatsache, dass die Einheit von 0. Bodansky den Erfordernissen der Kinetik der Phos- 

l) Z. physiol. Ch. 232, 165 (1935). 
2, Canad. Med. Ass. 31, 376 (1934). 

J. Biol. Chem. 101, 93 (1933). 
4, J. Biol. Chem. 101, 641 (1933); 120, 555 (1937). 
6, Reziproker Wert derjenigen Zeit in Minuten, die zur Abspaltung von 0,05 mg P 

(als Phosphat) im Ansatz bei 24O in Veronalpuffer beim pE-Optimum erforderlich ist. 
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phatase besser gerecht wird, weil hier die Spaltung iriimw bib zuin glei<hcn l’unkt be- 
obachtet wird. Die durch die Phosphatauhaufung bedinptr lleaktiorisverzogerung ist daher 
in allen Fallen gleich gross. In  praktischer Hinsicht ist jviloc h der N:lchteil diescr Methodik 
der, dass nicht nur eine Doppelbestimmung, sondern einc g:inzc Ablmukurve aufpnommcn 
werden muss. 

\- L 

I .  

I I, I , 

Fig. 2. 
Fig. 2. Vergleich der Phosphatase-Einheit von A .  Bodart Jbg (Ausbeutej m i t  tlcrjvnigen von 
0. Bodansky (Umsatz). Darstellung der hier ubernon1nirm.n Einhcit von , I .  IhZunsky‘) 
a19 Funktion derjenigen von 0. Bodunsky2). Enzym: Honiogenat voti Sicrtwfrisc ligewebe: 
1 2 3  mg/Ansatz. Substrat: 0,B-proz. Na-~-Glyceroph~~~~) l ia t .  L’uffei : \’c rond-Na-Car- 

bonat/HCl - 0,05-m. nach Delory und Kzny (loc. cit j. ‘l’enip. 3h0. 

pH-m7rkungskurven der Nierenphosphatasc iirit und ohnc %u+itz ’ion Rlgc‘l, Fig. 3. 
(qb,g ~ 2,3) im 0.1-m. CO,”/HCO,’-Puffer und 1111 0.1-ni. XH,/NH,(’I-Puffer. 

a )  CO,“/HCO,’-Puffer 0,l-m. ohne Ng-Ziisatz I 

bj CO,”/HCO,’-Puffer 0,l-m. + pCIg(’lL (ql,g - 2.3) rn 

r )  NH,/NH,Cl-Puffer 0,l-m. ohne Illg-Xusatz 
d)  XH3/PiH,C1-Puffer0,1-m. + Mg( l 2  iqIrg 2.3) A 

4. Die a k t i v i e r c n d c  W i r k u n g  des  Magnesiums i i i  . ibhangigl;cit V O I I  d e r  A r t  
d e s  P u f f e r s  u n d  d e s  1 i I I .  

Bei der Weiterfiihrung der Versuche iiber die Abhangigkeit des pII-M‘irliungskurvcn- 
vcrlaufs vom Puffer konnte beobachtet werden, dass dic: l!:ffektoren~virkung dchs Magne- 
siums nicht nur in Verona1 CO,”/HCl und inveronal-Na- I,Osung, sondern aiic,h bcim 0,l-m. 
CO,”/HCO,’-Puffer in jedem Kurvenbereich ungefahr gleichartig ist. \Vie $chon aus 
Tabelle 2 zu ersehen ist, wirkt derselhe Mg-Zusatz bei Vtsru,endung des besonders yon dcr 
deutschen Schule gebrauchten NH,/NH,Cl-Puffers irii :(O-Minutcn-Vcrsuch nur noch 
wenig aktivierend. Fig. 3 zeigt die pH-Wirkungskurvcn rlcr gleivhen Portion ron Nirreii- 

l) Phosphatase-Einheiten = Anzahl mg P (als Pllosphatj. (lie innc.rt, 30 Minuten 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen abgespalten uvrden. bwogen :iuf I g Frisch- 
gewebe. 

z, Reziproker W‘ert derjenigen Zeit in Minuten, dir z u r  Abspdtung vo:i z. 13. 0,05 mg 
P (als Phosphzt) im Ansatz in Veronalpuffer beim plr-‘ ) i ) t  :muni erfordcrlic.h ist. 
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homogenat ohne und mit optimalem Mg-Zusatz (qMa = 2,3) in den beiden Pufferge- 
mischen. I m  CO,"'/HCO,'-Puffer resultiert bei Mg-Zusatz eine Aktivitatssteigerung um 
ca. 60% ohne nennenswerte Verschiebung des pH-Optimums (9,05-9,l). Im NH,/XH,Cl- 
Puffer betragt die Erhohung der Phosphatase-Aktivitat nur ca. 10%. dagegen resultiert 
eine Verschiebung des pH-Optimums von 9,7 auf 9,4. Vor allem beim NH,/NH,Cl-Puffer 
fallt die Steilheit des alkalischen Kurvenschenkels bei ,,Vollaktivierung" auf. 

Mit 0,05- und 0,l-m. Glycocoll/NaOH-Gemisch ausgefuhrte Versuche zeigen ein 
analoges Ergebnis, wie das mit NH,/NH,Cl-Puffer erhaltene. (Aktivitatszunahme um ca. 
8% ; Verschiebung des pH-Optimums von 9,4 nach 9,15.) 

5 .  Einf luss  d e s  Magnesium8 a u f  d e n  Ver lauf  d e r  ps-Kurve d e r  N i e r e n p h o s -  
p h a t a s e  ( i n  Veronal -Carbonat /HCl-Puffer ) .  

Zur Beurteilung der Bindungsverhaltnisse zwischen Enzym und Substrat bedient 
man sich mit Vorteil der ps-Kurve, durch welche die Beziehung zwischen Spaltungs- 
geschwindigkeit und dem Logarithmus der Substratkonzentration dargestellt wird. Aus- 
gehend von der Voraussetzung, dass die Spaltungsgeschwindigkeit proportional zur Kon- 
zentration der sich intermediar bildenden und wieder zerfallenden Enzym-Substrat- 
Verbindung [ES] ist, wurde der Begriff der Dissoziationskonstante auf enzymatische Vor- 
gange iibertragenl). Auf Grund des Verlaufs dcr py-Kurve lasst sich nun die Dissoziations- 
konstante = K, bestimmen, indem K, gleich der Substratkonzentration [S] wird, wenn 
[El = [ES], d. h. die Dissoziationskonstante gibt diejenige Substratkonzentration an, bei 
welcher das Enzym [El nur zur Halfte an das Substrat gebunden ist (Gleichung 2). Die 
Bestimmung von K, erfolgt am einfachsten nach den1 von Lineweaver und Burk2) vor- 
geschlagenen Verfahren, bei welchem l / v  als Funktion von l/s dargestellt wird (Glei- 
chung 3). Der Schnittpunkt der resultierenden Geraden mit der Ordinate ergibt 1 :V,,, 
(V bei (S)+oo) und der Punkt, bei welchem y = Z.(1/Vmax), erlaubt ein direktes Ablcscn 
von l/s, das unter dieser Bcdingung auch zugleich l /Ks  darstellt. 

= K, ; sofern [El -- [Eli]; [S] = KS 
[ESI 

Es sol1 zunachst unberucksichtigt bleiben, ob die so ermittelte Grosse dem wahren 
Wert von K, entspricht, oder ob es sich z. B. infolge einer im Versuch aufgetretenen Ver- 
driingungshemmung (Competitive Inhibition) um einen scheinbaren Wert von K,' han- 
delt. Der reziproke Wert von K, gilt als Mass fur  die Affinitiit zwischen Ferment und En- 
zym und wird als Affinitatskonstante bezeichnet. 

I m  Mittel aus je 6 ps-Kurven wurde K, resp. K,' der Rierenphosphatase in Veronal- 
CO,"/HCl-Puffer ohne Mg-Zusatz zu K,' = 0,0050 Moljl und rnit qMg = 2,3 zu K,' = 
0,0055 Mol/l ermittelt. (T = 38O C; t = 30 Minuten; Abspaltung von 150-200 y P pro An- 
satz.) Fig. 4 ergibt einen solchen Versuch wieder. Es ist daraus ersichtlich, dass die beiden 
K,'-Werte wenig voneinander abweichen, dass aber die beobachtete Maximalgeschwindig- 
keit der Phosphatabspaltung mit Mg-Zusatz vie1 grosser ist als ohne Zusatz. Diese beiden 
Anhaltspunkte berechtigen zur Vermutung, dass die geringere Aktivitat ohne Mg-Zusatz 
nicht auf irgendeiner Verdrangungs (= Konkurrenz) -Hemmung beruht, sondern dass 
die Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substratkomplexes eine geringere ist, oder dass 
weniger Enzym in seiner wirksamen Form vorliegt. Am Kurvenverlauf fallt indessen auch 
auf, dass bei hoher Substratkonzentration ein Wiederabsinken der Fermentaktivitat fest- 
zustellen ist, sofern ltein Mg zugesetzt wird. 

Zur Gewinnung iibersichtlicherer Verhaltnisse ist nun in allen Versuchen die be- 
stimmte Vmav (theoretisch V bei (S)-+w) = 1,0 gesetzt worden, ohne die beobachtete 
Hemmung bei hoher Substratkonzentration zunachst zu berucksichtigen. Die Betrachtung 

1) R. Kuhn, Bioch. Z. 125, 1 und 28 (1923). 
2, Am. Soc. 56, 658 (1934). 
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der relativen Geschwindigkeiten (verglichen mit V,,,:,, L: 1,O) errnogliehtc. nu l l  die ps- 
Kurven aus den verschiedenen Versuchen miteinanilw weitgehentl ziir Dcvkung zii 
bringen und die den Mittelwerten entsprechenden ps- 1Ci1 wen rnit iind ohne Mg-Zusatz 
zu berechnen (Fig. 5 und 6). Wahrend nun die bei Vo1l:~ktivierung ini t  31g rrsiiltierende 
p s-Kurve den regularen Verlauf einer Dissoziationskiii,\,e zeigt , dw durc.11 die Lage des 
Wendepunktes (= K,') bestimmt wird, muss bei der ohiit. Jlg-Zusatz rvsult icrericien Kurvc. 
die hemmende Wirkung der hohen Substratkonzentrat ion. die sog. i'bcrsc~husslirrnmung 
berucksichtigt werden. Es sei hier vorweggenommen, daw diese bci deli Phosphitt:Lsen erst- 
mals von FoZZey und Kay') bcobachtete Erscheinung di,r llildung cir1c.r nicht otler kaum 
aktiven Enzym-Substratverbindung der Zusammensi.tziing ES2 ziigesc.hric.l)(tri wird. 

Fig. 4. ps-Kurven der Kierenphosphatase ohne und i n i ~  Ziisatz voti .Ilapric.siutii (MgC1,; 
q,, ~~ %,3). 12,5 uig Nierenhomogenat pro Ansatz; [S] ~ 0,001 -0.6-i-in. Sa-/l-(:lycero- 

Fig. 7 .  Verlauf der p,-Kurven der Nierenphosphatase in 0. I -in. CO"/H('( ):I' i i i i 1 1  XHkJKH4('I 
ohne und mit Magnesiumzusatz beim jeweiiigl.n p I i - O ~ ) t i i i i i i r i i .  

phosphat; Verona1 CO,,"/HC!-Puffer; 30 i l l i i i i i ~ c i i  bei 3W'; r i H  !j,2. 

a) 0,1 -m. CO,"/HCO,'-Puffer ohne Mg-Zusn 1 A 

b) 0,l-m. CO,"]HCO,'-Puffer rnit Mg, qIf, 2.3 1 I'H 

d) 0,l-m. NH,/XH,Cl-Puffer niit Mg, qJl, : 2.3 pII ~ 9,45 

!).05 

c) 0,l-m. NH,/XH,Cl-Puffer ohne Mg-Zusxtz pH !).TO 

In dieseni Falle wird nun der Kurvenvcrlauf nicht nm' < I1irc:h div 1)issozi;i tions1,onstante 
K, (Ks') der Enzym-Substratverbindung best,immt, soritl~~i~n aueh durctr den \Vert von K,, 
der Dissoziationskonstante der Verbindung ES,. Der rcslilticrendc Kur.vc~iivc.rl:i i~f gcnugt 
folgendcr Gleichung (4)2) : 

I )  Biochem. J .  29, 1837 (193.5). 
2, Haldane, Enzymes (London, 1930), zit. nach L t t , t  ri .~nuc~r-Huik. 
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Betragt, wie unten gezeigt werden soll, n = 2 und kurzt man durch [S], so erhalt 
man Gleichung (5). Diese Beziehung lasst sich nach Lineweaver-Burk (loc. cit.) als Gerade 
darstellen, welche eine planimetrische Bestimmung von K, und n zulasst. Die zu kon- 
struierende Gerade geniigt der Gleichung (6) : 

Wahlt man - wie hier - V,,,,, = 1,0 (= loo%), so lasst sich die Bestimmung in 
einfacher Weise durchfuhren. Der Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate ergibt 
-log K, und die Steigung entspricht n. In  Ebereinstimmung mit FoZZey und Kay  wurde 
K, zu n - 2 gefunden. 

S/alsfagJ S/d/s log] 

Verglcich zwischen theoretischem Kurvenverlauf und experimentellen Werten bei der 
pS-Kurve der Nierenphosphatasc ohne Mg-Zusatz (Fig. 5) und mit MgCI,, q,, = 2,3 
(Fig. 6), beide in Veronal-Carbonat/HCl-Puffer. Beobachtete Spaltungsgeschwindigkeiten 
ausgedriickt in Prozenten der nach Lineweaver und Burk (loc. cit.) bestimmten maximalen 

Fig. 5. Fig. 6. 

Spaltungsgeschwindiglteit (V,,, = 100% = 1,O). 

Aus Fig. 5 und Fig. 6, in welchen die berechneten Kurven mit den experimentell er- 
haltenen Werten verglichen worden sind, lassen sich die folgenden Daten ablesen: Aus der 
ps-Kurve der Nierenphosphatase (Substrat : Na-,!3-Glycerophosphat ; Veronal-Na-Car- 
bonat/HCl-Puffer von DeZory und King) ohne Mg-Zusatz: Ku’ = 0,0050 Mol/l; K, -0,5 
(0,3-0,8) Mol/l; n-2; aus der ps-Kurve mit optimalem Mg-Zusatz (q = 2,3): K,’ = 
0,0055 Mol/l; K, = bo. Aus diesen Daten wie auch aus Fig. 5 und 6 ist ersichtlich, dass bei 
optimalem Mg-Zusatz im gesamten untersuchten Bereich keine Abweichung vom theo- 
retischen Kurvenverlauf zu beobachten ist. K, = bo, resp. dessen reziproker Wert, die 
Affinitatskonstante = 0, zeigen, dass bei q\jg = 2,3 keine Neigung zur Bildung von ES, 
besteht. Ohne Mg-Zusatz hingegen betragt K, ungefahr das Hundertfache Ton K8’, d. h. 
die Affinitat von ES + S 2 ES, ist etwa 100-ma1 kleiner, wie diejenige von E + S 2 ES. 

Es ist noch hinzuzufiigen, dass kurze Dialyse (14 Stunden gegen stromendes Leitungs- 
wasser, 4 Stunden gegen aq. dest. bei loo) keine nennenswerte Anderung im Verlauf der 
ps-Kurven zeitigte. 
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Veronal-Na 0,05-m.. . . . 9,2 

NH,-NH,ClO,I-m. . . . . 9,6 

CO,”’/HCO,’ 0,l-ni. . . . . 9,l I 

5. V e r h e l  t en d r r D iss  o z i a  t ion  s kons  t a n t e  d c r 15 n z y ni - S u b s t r a. t v e I’ 1) in  d un  g 
(K, rcsp .  K,’) i n  verschiedencn  Pi t f fcrgemischcn.  

Dcr obcn gcmachte Vorbehalt beziiglich K, erwcist sich als bercchtigb, wenn man den 
Vcrlauf dcr pS-Kurven in verschiedencn Pnffergcmischc,ii vcrfolgt. Zur Vwi rischttulichung 
des Verhaltcns von K, scicn wiedcrum die beiden dianic.1 ra I verschicdcnen I’iiffcrgcmischc 
0,l-m. CO,”/HCO,’ und 0,l-m. NH,/NH,Cl gewahlt. 1 ) I C  rcsulticrcmdcn p,-Kurven sind 
in Fig. 7 dargestellt, in welcher auch die im Diagraiiiiii x = l/s, y == l j v  bcstimmten 
scheinbarcn Dissoziationskonstanten K,’ eingetragcn sir id. IVic zn erwarten. bewirkt 
der Zusatz von aktivicrendcni MgC1, kcinc nennenswcrtr, Anderiing vim K,’; dic. Tetsache 
hingegcn, dass K,‘ in CO,”/HCO,’-Puffer ohnc Mg-Zusat z (K,‘ =: 0,0070) (a. 4-rnal grosser 
ist als in NH,/Pu’H,Cl-Puffer (K,’ = 0,0018) lasst schlressen, (lass die 1)issoziation des 
Enzym-Substratkomplexcs in CO,”/HCO,’ gehemmt w i i d  Dies(. Annahinc w-ird durch die 
(unter 7 )  mitgcteiltcn Vcrsuchc bcstatigt. 

Da K,’ in 0,05-m. Veronal-Na (pH = 9,3), wic auc,h in P\’Il,iNH,Cl-I’uffer verschie- 
dencr Starkc (pH = 9,6) ubercinstimmend zuK, = 0,001h (0.0023- -0,0014) twstininit wurde, 
ist diescr Wcrt als K, zu betrachten. Im Gegensatz tLizii nimmt K,’ rnit ziuichmcndcr 
Konzcntration von CO,”/HCO,’-Ionen im Puffcrgemisi.h %n, wie  ‘Talwllr 3 zciqt. 

Tabelle 3. 
Bcobachtete Dissoziationskonstantc von (ES) der ~ic.i.ciiphos],h:Itasc: ( Ks’) i l l  vcrschie- 
denen Puffergemischen bcim bctreffenden pH-Optimutii. 1:Abspalt.ung von 1N-200 ; I  P 

pro Ansatz zu 10 em3); Mittclwcrtc von 3 --5 Bcstinimungc,n. 

0,0020 (nui 1 i3est.I j .- 
_ _ _ ~ _ _ _ _ _ _ _ - ~ _ ~  

0,0018 0,0(12qi 
(0,0014--0,( ,023) (0,0021 -0.0029) 

0,0072 O,O(J60 
(0,0067-O.r IOM) ( (  ~,f.)0.5~--0.00’71) I 

I K,’ Puffer 1 pH 1 ohne Illg-Ziisatz I ni i t  Jlg(‘12 (qarl! = 2,3) 

(O,OCI44 41.0069) 

- 

0,0050 Mol I 1 992 I (0,0045-0.( ,059) 
I T’eronal-CO,”/HC10,05-m.. 
I 

Da nun der Wert K,’ nur durch verdrangcnd wirkeridc Hcm tnkdrpw cinv Verandc- 
rung crfahrt, gilt hicr die Gleichung ( 7 ) :  

Dicse Glcichung besagt,, dass die beobachtcte Grosse von K,’ sich hei CIrgenwart 
cines ,,Competitive Inhibitors“ zusammensetzt aus ilcr Sunimr r o i l  K,’, dcr wahren 
Dissoziationskonstante, und cinem Korrekturfaktor, dwseii Grossc mit stcigcnder Hcmm- 
korperkonzcntration zunimmt. Da nun K,‘, die schrinl m-0: ~issoziations1;onstante ; I, die 
molarc Konzentration des Inhibitors und auch K, bc1~;tncit sind, lksst sich K,. die Dis- 
soziationskonstante des Enzym-Inhibitor- (hicr : C03/’j’H(’Oi) Koinplexea bcrrchnen. Da 
obigc Glcichung in dcr Form y = mx+ b vorliegt, gesc.hteht dies ain einfnchstcn plani- 
inctrisch. Wird K,‘ als Funktion von (I) dargcstclltm ( Vig. 8), so stcllt. die. Steigung dcr 
Geraden den Wert K,:K, dar. K, wird nun glcich I, \vei~n K,’ = 2 K, ist. K, ,  die Dis- 
soziationskonstante dcs Enzym-Inhihitorkomplexcs. Iietragt nun hier K, ~:- 0,035 Mol 
( -  Mg) resp. K, = 0,070 Mol (qMa = 2,3) CO,”/HCO,’- loiten/l. Andcrerscits brstatigt der 
Schnittpunkt der Ordinate mit der Geraden den angriioinmencm W‘clrt ~ 0 1 1  K, -= 0,0018 
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(ohne Mg-Zusatz) resp. K, = 0,0025 (mit Jfg; qnfg = 2,3). Diese Werte stimmen mit den 
Literaturangaben gut iibereinl). 

Ausgehend von der Beobachtung, dass die Grosse von K,' bei sonst gleich bleibenden 
Versuchsbedingungen von der im Ansatz abgespaltenen Menge anorganischem Phosphat 
abhangt, konnte gezeigt werden, dass auch das Spaltprodukt. Phosphat mit dem Substrat 
um das Enzym konkurriert. Die festzustellenden geringen seitlichen Verschiebungen der 
mit verschieden aktiven Gewebsproben erhaltenen p S-Kurven sind schon dann merklich, 
wenn nur schon 150-200 y von anorganischem Phosphat im Ansatz abgespalten werden. 
Dies begriindet die Forderung, dass der Spaltungsgrad in den Versuchsansiitzen immer in 
der gleichen Grosse gehalten werden 5011. Fig. 9 zeigt K,' in Abhangigkeit des Spaltungs- 
ausmasses des zugesetzten Substrats. Bei der erstmals eingehend von Jacobsen2) unter- 
suchten Phosphathemmung handelt es sich soniit vorwiegend urn eine Konkurrenzhem- 
mung. 

Die Abhangigkeit dcr beobachteten ,,scheinbaren" Dissoziationskonstante des Euzym- 
Substrat-Komplexes (ES) von der Carbonat-Hydrogencarbonat-Konzentration des Puffers 
(Fig. 8) und von der im Versuch abgespaltenen Phosphatmenge (Fig. 9). In  Fig. 8 wurde 
die Phosphatabspaltung annahernd konstant gehalten (=150-200 y P/Ansatz); in Fig. 9 
ist durchwegs Veronal-Na-CO,"/HCl-Puffer - 0,05 m. verwendet worden. Enzym : Ho- 
mogenat von Nierenfrischgewebe, 12,5 mg/Ansatz; Substrat Na-/j'-Glycerophosphat. 
Die in Fig. 9 dargestellten Ergebnisse weisen auf eine Abhangigkeit von K,' voni 
Ausmass der im Versuchsansatz erfolgten Substratspaltung hin, erlauben aber keine 

Bestimmung von KI . 

l) K, wurde von 0. Bodansky (J. Biol. Chem. 165, 605 (1946)) zu IC, = 0,0019 
(Knochenphosphatase der Ratte) resp. K, = 0,0029 (Darmphosphatase der Ratte) be- 
stimmt. Murtland und Robison (Biochem. J. 21, 665 (1927)) erhielten K, = 0,0030 fur 
die Knochenphosphatase. Delory und King (Biochem. J. 37, 547 (1943)) ermittelten K, 
= 0,0012 bei einem gereinigten Praparat aus Hundefaeces. Diese Daten beziehen sich 
alle auf Messungen in  der Nahe des pH-Optimums unter Verwendung von Na-p-Glycero- 
phosphat als Substrat. Die mit Phenylphosphat erhaltenen Daten sind niedriger (K, 
= 0,0006 (Delory und King; loc. cit.) resp. K, = 0,0009 (Polley und K a y ;  loc. cit.)) ent- 
sprechend der grosseren Affinitat dieses Substrats zum Enzym. 

2, Bioch. Z. 249, 21 (1932); 267, 89 (1933). 
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7. Analyse  d e r  Hemniung d e r  Phosphatascs- . \kt#ivi t i i t  diircli  (?O:,”/HCO,’ 
I o n e n  resp .  I o n e n  d e s  NH,/?; HiCl-I’uffcrs .  

In  6. ist bcreits vorweg genommen worden, dasr dic schrinliare I)  
stante der ES-Verbindung (Ks’) um so grosser wird, j v  inithr CO,”, H(:O,% 
handen ist. Damit ist bereits gesagt, dass es sich bei d1.r kurzlirh mitgetriltcn €Icinmung 
der Phosphatase-Aktivitat von homogenisiertem, frisl.1ic.m Kicrcmgrwrbt~ durch CO,”, 
HCO,’ um eine typische Konkurrenzhemmung haiitli,lt. Iliese Fest~stelliirig ist uni so 
wichtiger, als in den Mitteilnngen von King und DeZoI yi j - welchv dims C‘O:,”/HCO,’- 
haltigcn Puffer fur Phosphatasestudien empfohlen Iitttrcn - - davon iiicht die Redr 
ist. Fig. 10 veranschaulicht diesen Hemmungsmechaiiisiiius. Es kann itiis deri seitlich 
gegcneinander verschobenen ps-Kurven abgelesen wcrcliln. dass eine clurch Vvrtloppelung 
der CO,”/HCO,’-Konzentration hervorgerufene Aktivit itsabna hnir, durt,li Vwtloppelung 
der Substratkonzentration wieder beseitigt werden kanii. 1 lei glrictib1ribc.ntIc.m Verhaltnis 
zwischen Substrat und Hrmmkorper erfahrt die Phosj i l ia base-Akt ivitat, f a s t  keine Andr- 
rung. 

iuu 200 30u 400 5-00 
S(a/. [og) - I 

S 

0,725 0,25 Q5 LO 20 

Fig. 10a. Fig. lob.  
Fig. 10a: Konkurrenzhemmung der alkalischen Niereniilio.;phat;Lse durch ( ’( tIC:O,’:ps- 

Kurven der gleichen Extraktportion in CO:(’/H(Y ,’-l’uffer vri~sc.hietl~~iwr Starkc 
(A:0,026-m.; B :  0,05-m.; ( ’ :  ( I , !  -in.). 

Fig. l o b :  Darstcllung der gleichen Kurven in Form tlvi.  I’miehung 1 v 
mung von V,,, und Ks’. (V,,, = 15,9 mg P/30 iniii: I<,’ 

I 
0,0024 i.c.sp. 0.(1037 resp. 

0,0070 Mol/l). 

Fig. 1Vb zeigt, dass der Qrenzwert der maxi iu)i,len Sj’“ltungsyc,schn.indigkcit 
(V,,, = V bei sehr grosser Substratkonzentration) dei,wlI)e ist, \riihrentf K,’ mit (I)  zii- 
nimmt. Dies besagt, dass die Affinitat zwischen Fermcnt nnd Substrat inf(i1gc Konkurrciiz 
abnimmt. 

Ganz im Gegensatz hierzu ist nun bei der Bestiiiiin ling tier Phospliat asc,-A\ktivitiit 
in XH,/KH,Cl-Puffer verschiedencr Konzentration kciiii. h d e r u n g  vim I<, zii 1ic.obachtrii 
(K, := z. B. 0,0023 Mol/l), wahrend V,,,,, mit zunehmi-ider Ionenstiirkv tlcs I’affers ab- 
nimmt (z. B. 21,7; 20,O; 16,9 mg P/30 Minuten). Dicsc L);,ten Idrgeii die. ‘ratsache, dass 
es sich hicrbei um eine gewohnliche Hemmung (nori .oompetitivv Inhibition) handclt. 
Der in Fig. 10 wiedergegebcne Versuch wurde ohne Mg %u:;atz ausgcfiihrt. tVcnn auch bei 
Zusatz von Mg geringe Abweichungen zu beobachtcn s in& anderii clirst, iiichts am vor- 
herrschendcn Typns dcr Hemmung (vgl. Resultate in ‘ l ’ t ~ l  d l c  3). 

l )  Enzymologia 8, 278 (1940, resp. Biochem. J .  39. 245 (1!145). 



Volumen XXXII, Fasciculus 11 (1919) - No. 61. 477 

8. Die  S t a b i l i t a t  d e r  N i e r e n p h o s p h a t a s e  i n  verschiedenenpuffergemischen.  

Die Tatsache, dass das resultierende pH-Optimum der alkalischen Kierenphospha- 
tase beim gleichen Fermentpraparat und demsclben Substrat von der Versuchsdauer ab- 
hlngt, fuhrte Kay1) zum Schluss, dass die pE-Aktivitatskurve die Resultante sei a m  der 
nach der alkalischen Seite ansteigenden Aktivitatskurve im eigentlichen Sinn und der nach 
der alkalischen Seite fallenden Stabilitatskurve des Fermentes, ohne dabei die Dissozia- 
tionsverhaltnisse zu beriicksichtigen. Diese beiden Qualitaten machen sich bei variabler 
Versuchsdauer in unterschiedlicher Weise geltend ; das resultierende pH -Optimum ist dann 
ein Mass fur den Quotienten dieser beiden sich gegensatzlich verhaltenden Faktoren. 
Die in der ersten Mitteilung beschriebene, teilweise betrachtliche Abhangigkeit des pH- 
Optimums von der Art des Puffers wurde in analoger Weise, wie dies Kay getan hat, zu 
erklaren versucht. 

Diese Vermutung, dass die Phosphatase in den verschiedenen Puffergemischen eine 
unterschiedliche Stabilitat aufweist, konnte inzwischen, wie Fig. 11 zeigt, experimentell be- 
legt werden. Das hier wiedergegebene Versuchsergebnis wurde in folgender Weise erhalten : 
Durch gutes Verreiben von zerkleinerten Gewebsstucken aus der Rindenpartie einer fri- 
schen Pferdeniere ( + aq. dest.) mit Quarzsand und nachfolgendem kurzem Abzentri- 
fugieren wurde ein wasseriger hTierenextrakt gewonnen (1 em3 entspr. 125 mg Frisch- 
gewebe = 1 : 8). Von diesem wurden nun je 10 cm3 zu einer Anzahl von je 40 om3 Puffer- 
losung von verschiedenem pH enthaltenden grossen Reagensglasern gegeben ; das pR dieser 
Ansatze wurde nach sorgfaltigem Mischen mittels Glaselektrode bei ZOO nachgepriift ; 
nach Verschliessen der Gefasse mit einem Stopfen wurden diese in den Thermostaten von 
38O gestellt und genau 2 Stunden darin belassen (25 mg Frischgewebe pro 1 cm3). Es wur- 
den total 25 AnsLtze in dieser Weise behandelt: ein Kontrollversuch in Wasser, pH auf 
7,3 eingestellt und 3 aus je 8 Proben bestehende Serien, enthaltend 0,l-m. CO,”/HCO,’- 
Puffer, 0,l-m. Veronal-Na und 0,l-m. NH,/NH,CI-Puffer, deren p H  sich iiber einen Inter- 
vall von PH = 8,O bis 10,6 erstreckte. 

I 

Pn 
Fig. 11. 

Die Stabilitat der alkalischen Nierenphosphatase in C0,”/HC03’-, Veronal-Na-, NH,/NH,Cl- 
Puffer je 0,l -m. Aufbewahrung der verdunnten Gewebesuspension in diesen Puffer- 

gemischen wahrend 2 Stunden bei 38O und variablem pH.  

Nach Ablauf von 2 Stunden wdrde ein jeder Ansatz fur  sich herausgenommen, in 
Eis wasser bis auf 20° abgekiihlt und das p H  des Ansatzes kontrolliert. Die beobachtete 
pH-Differenz iiberschritt in den meisten Fallen den Wert von 0,08 nicht. Nun wurden 

l) Physiol. Reviews 12, 384 (1932). 
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10 cn13 eines jcden Ansatzes sofort in 10 cm3 Veronal-Sa-CO,"/ HCI-Puffer pipettiert uiid 
das Gemisch durch tropfenweisen Zusatz von n.HC1 oilci NaOH auf ein p H  von 9,2 ge- 
bracht, gut gemischt und dann l om3 dieser dadurch aiif l : 80 verdunnten gcpufferten Ge- 
webssuspension (12,5 mg Frischgewebe pro l em3) in ilir vorgewarinte Substrat-Puffer- 
Losung pipetiert. Der weitere Gang der Bestimmung dr.r l'hosphatase-.4lct ivitiit folgt der 
beschriehenen Methodilr. 

Das Ergebnis des Kontrollvcrsuches stimmt mit tlen in den Puffern von niedrigem 
pH erhaltenen Werten vollstandig uberein. Der Blindwert wurde ermittelt, indem Sub- 
strat-Pufferlosung und Gewebesuspension separat 30 M iuuten hei 38O gehnlten wurden und 
nach Zusatz von 1 em3 der letzteren zur Substrat-Pufferliisiing die rrrichloressigs&ure sofort 
zugesetzt wurde. Die in drei verschiedenen Versuchen i,miittelten pFl-W'cvte, h i  welchen 
dic Aktivitat noch 50% betragt, zeigen gute fjbereinst inlmung (Taldlc  4). 

Da auch der zeitliche Reaktionsablauf der Fermeitt iiiaktivieriing interossicrtc, wurdc 
die Versuchsdauer variiert. Die im 30-Minuten-Versucli rrhaltmen Kurvcn hwagen das- 
selbe und sind nur wenig nach rechts verschoben, diejeiiigm im 14-Stund(~i~-Versuch etwas 
iiach links. Daruber gibt Tabelle 4 Aufschluss. Als Aiihdtspunkt fur (Iic Stabilitat ist. 
die Anzahl Prozcnt angegeben, urn welche die Ferment ii kt ivitat, unter drii gegrhenen Ver- 
suchsbedingungen abnimmt, sowie das pH, bei we1clic.111 cine Abii:~hiiit. auf genau die 
Halfte zu beobachten ist. (Analogic: Halbwertszeit.) Eh ist daraus zu crsehm, dass sich bei 
einem bestimmten p H  die Aktivitatsabnahme bereits ii:LcIi 30 Minuten Verweildauer dcm 
Endwert nahert. Das anfanglich sehr rasche Absinkt.11 der I'hosphatasc-~4ktivitat, die 
nachher nur noch sehr wenig andert, weist darauf hin, t la,x i  es sich uin das Hinstcllen eines 
Gleichgewichtes handelt, das aber in den verschiedeiim I'uffrrn aridpr.; hesi>haffcn ist. 

Tabellc 4. 
pFr-\Verte, bei wclchen eirie Aktivitiitsabnahme der C:~.w~,hsphoslih,?tasc. tiin .%i"& erfolgt. 
(a), resp. prozentuale Aktivitatsahnahme der Phosph;ttase hei 1 1 , ~  9.0. 9.5 unit 10.0 (B). 

Temp. 7 38O. Methodik sielicx 'rext. 

Disk u s sio 11. 

Hei cler Kesprechung der vorliegendc.ir Il:i*qel)riissc~ wc.rt1c.n zu- 
nachst die sich in praktischer Hinsiclii cqelwntltbn Ii'olgcmingen 
diskutiert und dann sol1 davon ausgeheiid versuc.ht e L r d c A t t ,  einige 
wei tere Anhaltspunkte itber den Anf ban d (Jr I'll os] )h on 1 o n o e s t m w  
clcr Nierc: z11 geben. 
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Bei der Messung der Phosphatase-Aktivitat einer Gewebsprobe 
darf wohl im Hinblick auf die am besten zu wahlende Methode ein 
Unterschied gemacht werden, ob diese zum Studium der Reaktions- 
kinetik dient oder ob es lediglich darum geht, Unterschiede in der 
phosphatatischen Wirksamkeit verschiedener Gewebsproben festzu- 
stellen. Im  letzteren Fall gilt es - bei gleichbleibenden Versuchs- 
bedingungen - lediglich zu berucksichtigen, dass es ohne Zusatz %on 
Magnesium bei der Prufung von sehr aktiven Proben (uber 20 Phos- 
phatase-Einheiten; entsprechend einer Phosphatabspaltung yon 
250 y P/Ansatz xu 10 em3 in 30 Minuten) zu einer in Fig. 2 dargestell- 
ten Verzerrung der Skala kommt, wenn man die friiher hier fur Ver- 
gleichszwecke empfohlene einfache Methodik mit dem vom kine- 
tischen Standpunkt korrekten, aber komplizierteren Verfahren von 
0. Bodansky vergleicht. Diese Verzerrung itberschreitet indessen den 
Retrag von 10 yo erst oberhalb der oberen Grenze des hier vorliegenden 
Untersuchungsbereiches von 10-18 Phosphatase-Einheitenl). Diesr 
Unstimmigkeit kann durch Zusatz von Mg vollsthdig aufgehoben 
werden, doch sind die Ansichten uber die Wunschbarkeit eines ,,Ak- 
tivator"-Zusatzes geteilt, besonders dann, wenn die ,,Eigenaktivit>it " 
eines Gewebes, als Resultante der enthaltenen Fermentmenge und aller 
darin vorkommenden Effektoren bestimmt werden soll. Daruber ist 
bereits (loc. cit.) diskutiert worden und auch KohZer2) u. a. haben sich 
damit auseinandergesetzt. 

I n  reaktionskinetischer Hinsicht fallt znnachst der ziemlich 
geradlinige Verlauf der Phosphatabspaltung hei Zusatz yon opti- 
mal aktivierendem Magnesiumsalz auf, was bereits iTon E k h c r i a  3, 

u. a. beobachtet worden ist. Die unter diesen Redingungen verfolgten 
Zeit-Umsatz-Kurven stimmen nun im beobachteten Rereich von 
0-60 Minuten, mit dem berechneten Kurvenverlauf riner mono- 
molekularen Reaktion entweder direkt uberein (pH = 8,6) oder cbs 

genugt zur Deutung der festgestellten Abweichung die Annahme, dass 
es zu einer nur geringfugigen Verminderung der wirksamen Ferment - 
menge von 5-10% kommt (pR 9,05-9,3), was auf Griind der aus- 
gefuhrten Stabiljtiitsversuche anzunehmen ist. Wihrend hier bei BIg- 
Zusatz in verschiedenen Puffergemischen dasselbe Verhalten zu lw- 
obachten ist, schwankt die im Versuch festzustellende Verlangsamung 
der Reaktion bei Vermeidung eines Mg-Zusatzes je nach pH und 
Puffer betrachtlich. Diese Verzogerung ist im NH,/NH,CI-Puffrr 
gering, im CO,"/HCO,'-Puffer betrachtlich. 

Von diesem Gesichtspunkt aus betrachtet kommt den1 Magiw- 
\itmi nun weniger die Rolle eines Aktivators als die eines Stabilisators 

l )  Durch die Wahl einer starkeren Extraktverdunnung (statt 1 : 80 z R. 1 :200) lasst 

e, Z. physiol. Ch. 172, 182 (1927); 177, 211 (1928). 
3) Z. physiol. Ch. 223, 98 (1934). 

w h  dieser Bereich vergrossern. 
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der zu Versuchsbeginn vorhandenen Phos1)lri11 ase- Aktivitat zu. Welehe 
dcr beiden bereits ofters in Betraeht ge7ogene.n Jloglic.hkciten der 
Wirkungsweise hier nun zutrifft resp. vorhtLrrscht, 1 t sich nicht ent- 
scheitlen; entweder handelt es sich lediglicli um eine Aushvhaltung tier 
Phosphathemmung, indem das vom Subs1 i ' a t  abgespnltc~nc1 l'hosphat 
als schwer liisliches MgNH,- oder Mg-Salz ;tusgefiillt i t  ird. oder es 
garantiert das Erhaltenbleiben des Enz? riis in seiner : ~ k l  i rc r t  Form. 
n7ahrend die erstere Annahme auf Erdtm(irr (loc. cit.) uric1 Holmbergl)  
zuruckgeht, hat CZoetens2) aufschlussrcit.Iie Ergchriiss(1 niitgeteilt, 
die mit Deutlichkeit fur die letztere AJischauuilg s])i~cchcn. Aus- 
gehend von der Annahme, dass die Phosplio -monoc1stern h(1 tlcr Niere 
in ihrer wirksamen Form aus einem Eiwc.is.;-Mg-IiompIrs bestehen 
soll, hat der Autor die zeitlich gut messb:ircb Reaktiori ( 1 ~ s  .\bdisso- 
ziierens des Mg und den Vorgang der Rehytithese tler ;dd%cn Ver- 
bindung verfolgt. Mit dieser Anschauung i.;t die hier Iwolxichtete 
Konstanz der Spaltung bei Gegenwart cine\ Jlg-Cberschusses iind das 
Absinken derselben bei dessen Abwesenhcil in Einkhng xu hringen, 
indem ein Zusatz von Mg (qMg = 2 ,3 )  tl(1r Dissoziation t~iitgegen- 
Wirkt, wahrend ohne Mg-Zusatz einr Reaktioii ini System 
E - Mg f E + Mg von links nach reehts wfolgt iru Siiirie tler Ein- 
stellung eines neuen Gleichgewichtes. Fur die  Tatsache, d:ihs es sich - 
wenigstens bei der Untersuchung von frisclicrn Gei~-ebehomogenat - 
nicht um eine Aktivierung, sondern um chine Sta1)ilisicriing der zu 
Versuchsbeginn vorhandenen Aktivitat h;indelt, spricht aiich der 
Refund, dass die Anfangsgeschwindigkeitcin V, (Tangrnten an die 
Abbaukurven bei t = 0) ohm und mit Blg-Zusalz lwi g l & h c ~ ~  Ver- 
suchsbedingungen nur relativ geringe Un 1 erschiedt. aufweiwn ver- 
glichen mit den nach t :- 10-60 Minuten :tiiftretentlen 1)iff'cwnzen 
(vgl. Tabelle 2). 

Die hierbei anzutreffenden, grossen 1' 111 erschiede i n  der ,,akti- 
vierenden Wirkung" des Mg je nach Vcr\iic2hsd;turr - ganz abge- 
sehen von der Art des Puffers -, weisen cktrauf hin, dass Angaben 
uber die prozentuale Mg-Aktivierbarkeit l(Ldiglic1i :tls \'ergleichs- 
daten betrachtet werden diirfen. Es ist sclioii friiher ausgesprochen 
worden (Kohler, loc. cit.), dass in rohen Ocwbsestntliteii berclits ge- 
niigend Mg zur vollen Aktivierung vorhanckn sei ; erst ( ' loPtcns hat 
aber dieses Verhalten befriedigend gedeutet . 

Schliesslich ist noch hervorzuheben, dahs bei kinetischen Studien 
der Zusatz von Mg den Vorteil bietet, dass bis zu einer &Ibspaltung 
von 100-150 y P kaum abnimmt, im Vergleich zur rlentlichrn Ab- 
nahme ohne Mg-Zusatz. Rei den hier angegcbenen Rktivitattn sind 
somit nur diejenigen Resultate als annaheimcl proportioii:il zur An- 

l) Bioch. Z. 279, 145 (1935). 
2, Bioch. Z. 307, 352 (1941); 308, 37 (1941); 310, 42 (1941). 
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fangsgeschwindigkeit V, zu betrachten, die mit' RIg-Zusat,z erhalten 
worden sind. Die Werte fur To hei den ohne Ivlg-Zusatz erhaltenen Zeit- 
Umsat'z-Kurven sind relat.iv hoher als die im 30-Minuten-Versuch 
bestimmten Aktivitaten und nahern sieh dem entsprechenden, mit 
Mg-Zusatz erhaltenen Resultat. 

Wenn auch einige Aussagen uber hestimmte reakt,ionsfahige 
Gruppen der Phosphomonoesterase der Niere gemacht werden kon- 
nen, muss berucksichtigt werden, dass die Beschaffenheit des Triiger- 
proteins ungewiss ist und stark von der Herstellungsweise des En- 
zympraparats abhangt. Nach h'abat l) lasst sich die Nierenphospha- 
tsse aus frischem Rohextrakt fast vollig abzentrifugieren (1 Stunde 
bei 27000 U/Ninuten), was bei einer Woche autolysierten Extrakten 
nicht gelingt. Daraus schliesst der Autor auf eine Bindung des Enzyms, 
(lessen Molekulargewicht von Albers z ,  zu ca. 6-10000 bestimmt worden 
ist, in der Zelle an hochniolekulare Eiweisskorper, welche im Verlauf 
der zur Darstellung oft angewandten Autolyse abgespalten werden. 

In  Anlehnung an die von Bauer3) und Cloetens (loc. cit.) postu- 
lierten Strukturschemen und unter Rnnahme der von Delory und 
King (loc. cit.) vermuteten und von CedrangoZo4) belegten Tatsache, 
dass der alkalischen Phosphatase ein I E P  yon ca. pH 9 ( =  Wirkungs- 
optimum) zukommt, kann der Bau der Phosphomonoesterase der 
Niere in folgender Weise zu deuten versucht werden: 

HOOC COOH 

I Protein I 
\ /  

G = Metallbindende Gruppe5) A, \G (= NH, ?) 

I 
S . - - M g  

Dieses Schema steht nun mit folgenden Beobachtungen in Ein- 
klang : 

1. Ohne Mg-Zusatz kommt es wahrend des Versuches zu einer be- 
trachtlichen Spaltung des aktiven Fermentes. (Protein-G-Mg + 
Protein-G + Mg.) Protein-G ist aber nicht oder nur wenig wirksam. 
Xs erfolgt daher eine Abnahme der aktiven Enzymmenge wahrend des 
Versuches. 

2 .  Bei Zusatz von Mg wird auf Grund der Massenwirkung ein 
nennenswertes Abdissoziieren von Mg verhindert ; Folge : keine oder 

l) Science 93, 43 (1941). 
2, Z. physiol. Ch. 232, 165 (1935). 
3, Z. physiol. Ch. 248, 213 (1937): Bildung der labilen ES-Verbindung durch Ring- 

*) Enzymologia 6, 72 (1939), (Gehirnphosphatase !). 
5 )  Cloetens nimmt die Existenz zweier metallbindender Gruppen G, und G,' an, 

wovon eine das Magnesium bindet. Ein zweites Metallatom ist direkt an das Eiweiss ge- 
bunden: Zwischen diesen beiden Metallen sol1 die Bildung des Ringschlusses erfolgen. 

schluss, dann Zerfall des Ringes in die Spaltprodukte, (Pyrophosphatase !). 

31 
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nnr geringe Abnahme der aktiven Enzpnl liic?ngt. u alii*t.ricl t l t w  \ - (h i . -  

suches. Der i\ilg-Zusatz .,stabilisiert“. (Vgl. f ‘ / o P t f > ) i s  I ) . )  

3 .  Der Komplex Protein-G-Mg hat kriiie Affiriitat Z I I  eilirr zwei- 
ten Substrat-Molekel; die p,-Kurve in Verhiic hen mit Llg-Xi1h;it.z ent - 
spricht dem theoretischen Verlauf dersell W I I .  

4. Wird kein Mg zugesetzt, bewirken grosse Suhhtrat  koiizentr;i- 
tionen einc Hemmung; es besteht eine gcwnge Neiguiig ziir Iiilduiig 
cler Verbindung Enzym-( Substrat), (vgl. Fig, 4). Es wircl znx;itzlich 
Enzyni als ES, aus dem System E-hlg 2 1: M g  I i e ~ ; ~ i i ~ ~ ~ ~ ~ i o m m e i i ,  
was eine Reaktionsbeschleunigung im Siriiir yon l inkh  ii:icIi rechts 
hen irkt (vgl. J’oZZey und Kay, ) ) .  

5. Carhonat/Hydrogencarbonat hemnil (lurch \‘ertlrungung, iii - 
clem auch es eine affinitat zur substrat~,iiitlrntlen N H2-Grii])pe h t 1 -  

sitzt und mit dem Substrat um diese NH,- Gruppe konkurriwt. 
6. Dazu bewirkt Carhonat-Hydrogentw~bori:tt oliiir Mg-Ziisutz 

cline heschleunigte Sbnahme der wirksameii Il‘inzyninic~ngc~ (1  gl. Vela- 
lauf tier Zeit-TJmsatz-Kurve), indem es wit, qrosse Sub~tr;tt konzen- 
tratioiien in 1 eine zusatzliche Verschicbiing dcs (:lt~it~hgt~n ichtes 
E-Ng + + I3 + Ng nach rechts hewirkt, infolgo Rilduiig roil  inaktiwni 
13 4’;irhonat. 

7 .  Dasselbe hessgt die geringe Stahilit;tt (lei8 1’hosph;itase i n  
(‘O,”:HCO,’-Puffer. 

S. Besontlers wenn kein lclg zugesetzt a inl, hewirkt m c h  clatb ah-  
gespaltene anorganisehe Phosphat eine Korikiirrenzlien~ni~iiig, intleni 
es mit dem Substrat uni die substratbindt~iitl~~ NH,- Griipl)e konkiw 
riert. 

!). Die Verschiebung tles p,-Optiniunis i i ; i ( .h  tier saurt~ii S1.i tc 11ci 
Zusatz von steigenden Mengen C0,”/HC0,3’ 1,isht hich folgeritlc~i~inasseii 
tleuten; da das CO,”/HCO,’ nicht nur 11111 der sii~~sIrat1~i1iclenden 
Aminogruppe, sondern auch mit den andcwtii NH 2-(;riippt~n tltLs En- 
zyms reagiert, kommt es zu einer Abschwachiin~ des b:isisc.licAri (’harttk- 
ters tles Enzyms. Da die Wirkung der niclil tlissoziierteii I+i*rnent- 
Nolekel zugeschrieben wird, verschieht sich t l l w n  p,,-Optimani ZLI- 

sammen mit dcm TEP nach drr  sauren RciI (1. n:iswltw gill fur tien 
mtgegengesetzt wirkenden NH,’-Ionen-Efli~l~ t.  ( \ ~ ( ~ i * ~ t ~ l i i ( , l ) i i i i g  ( I e h  

I),-Optimums nach tlrr alkalischen Seite.) 
Dir hirr angenommenr Struktiir stcht zudem in ICiill,l,tng i i i i t  ( 1 ( * 1 i  \ ot i  . i i i c l i ~ i c ~ n  .Iii 

town gmmachten Beohachtungen : 
a) ,Jc starker die Saureiiatnr (K,) des Substrates, t l i  .to groswi 1st diet \tfiiiitat zni- 

5chen Siibstrat nnd der substratbindenden Gruppe c l w  1 5 1 1 ~ ~  ni\ ( / k / o /  t/ i i i id Iiinql)). 
nrlcher basische Sntur zugcschrieben wild. 

b) Die Grgen\i art vori Substrat hemmt den Verlsiif I Ivi  R c s ~  tit Iic+i~ E \Ip L E-Jlg. 
\ \ e l l  sirh das Substrat an  dic, nietallbindendr Gruppe I loilrr Jig) <iiil,ig?tt ( / ‘ / ( ~ / ( n + ’ ) ) .  

I )  Hioch. %. 307, 352 (1941). 1) rilll, i I (  . I  37, .-it: i I w.7) 
?) l i ioch~~ni .  .J. 29, 1 S.77 (1935). 
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c) Das Substrat und Magnesium schiitzen das Enzym vor der heinmenden FVirkung 
des anorganischen Phosphats (Cloetens')). 

d) Die Einwirkung von 0,6-( Crew.)-proz. Forrnaldehgd bewirkt eine vollstandige 
Inaktivierung der Xerenphosphatase (Blockierung der NH,-Gruppen) (Roche und Abul 
F a d 2 ) ) .  

e) Wird Nierenextrakt mittels Keten acetyliert, so lrommt es zu einem raschen Abfall 
der Phosphatase-Aktivitlt des Extraktes. Auf Crrund der Reaktionsgeschwindigkeit wird 
angenommen, dass diese Aktivitatsabnahme auf der Blockierung von primaren Amino- 
gruppen beruht. Es soll sich mit grosser Wahrscheinlichkeit nm &-NH,-Gruppen des Lysins 
handeln (Could3)). 

f )  In  dieseni Zusammenhang interessiert, dass die Art der Gruppen, welche auf 
Effektoren ansprechen, und vor allem die Natur der substratbindenden Gruppe in dieser 
Bnnahme die gleichen sind, wie sie von M?/rback4) fur die Saccharase angegeben worden 
sind (-COOH resp. NH,-Gruppe). 

Das oben wiedergegebene Fermentmodell, welches eine Verein - 
fachung und Prazisierung der Auffassung von C7oetens darstellt, soll 
ztls Arbeitshypothese fur die Fortset,zung dieser Brbeiten gewertet 
werden. Wenn sich aueh a8n Hand dessen manches seheinhar einfach 
deuten liisst, miissen andererseits viele Fragen noch offen gelassen 
werden. Dies gilt insbesondere fur die m-eiteren, am Aufbau des En- 
zyms beteiligten Metalle (&I2), die Verankerung des Enzyms an die 
Gewebsstruktur, sowie die genaue Abgrenzung von Apo- und Co- 
fermentan teil. 

Z u s a m m  enf a s sung. 

1. Es wird der Verlauf der Zeit-Umsatz-Kurve der Phospho- 
mono-esterase tier Niere unter variablen Versuchsbedingungen ver- 
folgt und die in diversen Puffergemischen bei verschiedeneni pH 
beobachteten Ahweiehungen voni monomolekularen Verlauf zu deuten 
versucht. 

2. Die mit der Versuchsdauer zunehmende Steigerung der (213- 
cerophosphatspaltung durch Zusatz von Magnesium-Ionen ist nicht 
als Aktivierung, sondern als Stabilisierung der zu Versuchsbeginn Tror- 
handenen Phosphatase-Rktivitat zu betrachten. Dies gilt zunach8t 
nur fur die Untersuchung von frischem, ungereinigtern Gewehe- 
homogenat. 

Die beiden in Prage kommenden Stabilisierungsmechanisnieri, 
wie nuch die prsktischen Folgerungen werden diskutiert. 

3 .  Es wird die Griissc Kh7 die Dissoziationskonstante der Enzym- 
Substratverbindung der Phospho-mono-esterase der Niere, zu 
K, = 0,0018 (ohne Jlg-Zusatz) resp. 0,0025 (qlla 2,s) bestimmt, 
Werte, welche mit denen der Literatur iibereinstimmen. 

l) Enzymologia 7, 333 (1939). 
2) B1. Soc. Chim. Biol. 30, 425 (1948). 

3, J. Biol. Cheni. 156, 365 (1944). 
4, Z. physiol. C'h. 158, 160 (1926). 



484 HELVET1C.i CIIIMICA ACTA. 

4. Rei den beobachteten Hemmungen durch das im Versuch ab- 
gespaltene Phosphat sowie durch CO,"/HCO,', handelt es sich griissten- 
teils um eine Verdrgngungshemmung, indem Phosphat und Carbonat 
mit den1 Substrat um die substratbindende Gruppe konkurrieren. 
Infolgedessen ergibt die Bestimmung von K, in carbonathaltigen 
Puffern und auch bei zu weit gehender Substratppaltung fehlerhafte 
(zu hohe) Resultate. Die Hemmung durch NH,-Ionen verlauft nach 
dem gewohnlichen Typus (non-competitive Inhibition). 

5. Unter Verwertung eigener Beobachtungen und derjenigen an- 
derer Autoren wird ein vereinfachtes Enzymmodell skizziert, das als 
Arbeitshypothese fur weitere Untersuchungen dienen soll. 

Herrn Prof. Abelin, der mieh zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen veranlasst 
hat, mijchte ich an dieser Stelle fur sein Wohlwollen und sein Interesse hiermit herzlich 
danken. 

Bern, Medizinisch-chemisches Institut der Universitat. 

62. Uber die Cholinesterase des Elefantengehirns 
12. Mitteilung uber Cholinesterasenl) 

von E. A. Zeller. 
(31. I. 49.) 

Aus vielen Griinden bildet das Elefantengehirn ein interessantes 
Studienobjekt,. Als sich die Gelegenheit bot, ein solches zu un- 
tersuchen2), wurden einige Fragen der Physiologie und Chemie der 
Cholin-esterasen (ChE) gepruft, um das seit manchen Jahren gesam- 
meke Material uber die ChE verschiedener Tierarten3) durch Daten 
erggnzen zu konnen, die vom Gehirn de,s einzigen Landtieres stammen, 
das ein grosseres Hirngewicht als der Mensch besitet. 

l) Die bisherigen Publikationen iiber die Cliolinesterasen werden nach ihrem Er- 
scheinungsdatum fortlaufend numeriert, um kiinftighin die Literaturliinweise verein- 
fachcn zu konnen: 1. Mitt. Helv. 23, 1457 (1940); 2. Mitt. Helv. 23, 1460 (1940); 3. Mitt. 
Helv. 24, 120 (1941); 4. Mitt. Helv. 24, 962 (1941); 5. Mitt. Helv. 24, 1465 (1941); 6. Mitt. 
Helv. 25, 216 (1942); 7. Mitt. Helv. 25, 1099 (1942); 8. Mitt,. Helv. 26, 1619 (1943); 
9. Mitt. Helv. 26, 2063 (1943); 10. Mitt. Helv. 32, 94 (1949); 11. Mitt. Helv. 32, 338 (1949). 

2, Herrn Prof. Dr. H .  Hediger sei fur die Uberlassung dieses und vieler anderer 
Naterialien aus dern Zoologischen Garten Base1 bestens gedankt. 

3, E. A .  Zeller, H .  Birkhauser, H .  Mislin nnd M .  Wenk, Helv. 22, 1381 (1939); fer- 
ner l., 7. und 8. Mitt., 1. c. 


