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293. Analyse der Wirkungsbedingungen verschiedener 
Phosphatase-Praparate bezuglich Substratkonzentration und pH. 

(Nierenphosphatase roh und gereinigt, Serumphosphatase) 
4. Mitteilung iiber Phosphatasen 

von H.Aebi, 
(23. IX. 49.) 

Das Vorkommen der alkalischen Phospho-monoesterase im tie- 
rischen und nienschlichen Organismus ist sehr verbreitet. Nahezu alle 
Gewehsarten weisen eine mehr oder weniger grosse phosphatatische 
Wirksamkeit auf. Nach den systematischen Studien vom Kay1) und 
MacfarZane2) soll sie lediglich in der Gefasswand der Aorta fehlen. 
Die Organe, die sich durch eine betrachtliche Phosphatase-Aktivitat 
auszeichnen - vor allem Knochen, Niere und Darm-mucosa, sind 
schon oft untersucht worden3). Andererseits kommt der Serum- 
phosphatase in der Medizin hinsichtlich Diagnose und Prognose 
wegen ihrer Zuganglichkeit grosse Bedeutung zu. 

In  diesem Zusammenhang soll hier die fragliche Identitat von 
Serum- und Gewebsphosphatasen untersucht werden, teils um die 
Wirkungsbedingungen des Enzyms in versehiedenen Materialien zu 
vergleichen, teils um einen Beitrag zur Frage der Herkunft der Serum- 
phosphatase zu leisten. Es wird gezeigt, dass das (scheinbar) unter- 
schiedliche Verhalten von Serum- und Gewebsphosphatase bezug- 
lich pH und Hemmbarkeit durch CO,”-Ionen bedingt ist durch ver- 
schiedene Art und Menge der das Enzym begleitenden Eiweisskorper. 
Diese sind demnach ihrerseits als Effektoren der Phosphatase- 
Aktivitat zu betrachten. Auch bezuglich optimal aktivierender 
Magnesium-Konzentration (q[Mg]) und Verlauf der Zeit-Umsatz- 
kurve bestehen Unterschiede. 

Das vorliegende Untersuchungsmaterial an p,-Aktivitatskurven 
- aufgenommen unter konstanten Versuchsbedingungen - lasst den 
Versuch einer quantitativen Erfassung des Kurvenverlaufs als 
gegeben erscheinen. Hierbei wird ausgegangen von den klassischen 
Untersuchungen von MichaeZis et al.4) uber die Ampholytnatur der 
Proteine, im besonderen der Enzyme, und der Erganzungen hierzu 
von Kuhn5),  von EzcZer et a1.6) sowie HaZdane’). Darnach stellt der 

l) Biochem. J. 22, 855 (1928). 
2, Biochem. J. 28, 720 (1934). 
3) obersichtsreferat: H .  Baur in Z. Vi/Ho/Fe 2, 507 (1948). 
4, Bioch. Z. 49, 333 (1913); 110, 217 (1920). 
5 ,  Z. physiol. Ch. 125, 28 (1923). 
6,  Z. physiol. Ch. 134, 39 (1924). ’) Biochem. J. 19, 338 (1925). 
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Verlauf der p,-Aktivitatskurve unter gcwtssen Vorau 
Ampholyt-Dissoziationsrestkurve dar, UI id zwar tlirjei 
Substratverbindung (= ES). Fussend ctwauf sinti dic. Siiure- und 
Basen-Dissoziationskonstanten der ES-\7erbintlung (K, urid Kb’) fur 
verschiedene Phosphatasepraparate na1ir.i-u ngsweise behtimnit worden. 

In  der letzten Mitteilungl) ist K, , die Dissozhl ionskonstante 
der hypothetischcn ES-Verbindung dui. Niereiiphosphatase, in ver- 
schiedenen Puffern bestimmt und ist : I  uf E’ehlerquc~llen bezuglich 
Phosphathemmung und GO,”-Gehalt tl or Pufferlosuiig hingewiesen 
worden. Versuche mit gereinigter Niercbnj Ihosphataxe best iitigen die 
niitgeteilten Werte, zeigen aber, dass dies (koshe K, ~ o i n  pa abhangt, 
auf der saurcn Seite des p,-Optirnuni,i wenig, auf tlrr atkalischen 
Seite dagegen betrachtlich. Diese bereil s von P d k y  iintl K u y 2 )  ge- 
machte Feststellung muss dahin ergkid w-erden, dass die Grosse 
der p,-Abhangigkeit von der Art des Piiffers ahhiiiigt. I n  diesem 
Zusammenhang ist es von Interesse, das\ , V ~ U ? W W T L ~ )  iienlich die Ab- 
hangigkeit des p,-Optimums von der S1~1)stratkonzen tration bei der 
Phosphatase - erstmals beobachtet VOII ilsn3ctswcc4) - Iiestktigt hat. 
Dieser auch von uns erhobene Befunti steht in vollrr ~bereinstirri- 
mung mit der hier festgestellten p,-Abli:iligigkeit tier Dissoziations- 
konstarite der ES-Verbindung, K, . Die J erknugfung (lieher beiden 
Erscheinungen ist im Falle der Saecharasv ltereit s u. a. roii S o s e p h s o ~ ~ ~ )  
diskutiert worden und sol1 hier fur die ;ilkalischc Phosp1iat:ise experi- 
mentell belegt werden. 

Die naherungsweise Bestimmung ( \ P I ,  fur c4ri 1Siiq-in charsk- 
teristischen Daten, wic sie Ka und K,,’ ( c l i c k  Saurci- uncl Basen-Disso- 
ziationskonstanten der ES-Verbindung), M I N  ie K,  ((lit. I )ishoziations- 
konstante des Gleichgewichtes E + 8 7-r ES) (lamtellen, ist, geeignet, 
die vielfaltigen Einflusse der Versuchsl)c.(liiigurigeri auf einige wenige 
Daten zuruckzufuhren. Die vorliegencl~ii Ergr 
hierzu, doch mussen die verwendeten 111 el hoden 
ausgebaut werden. 

Exper imente l l er  Tc i l .  
Die Methodik der Phosphatase-Bestimmung 1st I ti t len vordlrgc~herrdrn Mitteilungen6) 

bcschrieben worden. Die Versuchsbedingungen sincl im weseritlichcn fvlyende : Inku- 
bierung des Ansatzes zu 10,O om3 wahrend 30 Niiiuicn b(.i 38”; ali Puffer: Veronal- 
natrium-Soda/HCl-Puffer nach Delory und King;) Jubstrttt: -Ua-,?-C:I~-rtrophospliat 
(Eastman Kodak, spater Siegfried; beide gleichwertig I. honzciil ration iiri Ansiitz 0,45O/, = 
0,0144 m. Spaltungsausmass: bis 100 y P/Ansatz (in t in,gen 6’ersut hrri his 200 7 )  1’) ~ 2 2 

I )  Helv. 32, 464 (1949). 
2, Biochem. J. 29, 1837 (1935). 
3, Biochim. e t  biophys. acta 3, 117 (1949). 
4, Biochcm. J. 10, 157 (1928). 
5 ,  Z. physiol. Ch. 34, 50 (1924). 
6, Helv. 31, 1761 und 1943 (1948); 32, 464 (1049) 
‘) Enzymologia 8, 278 (1940). 
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(resp. 4,4) % Spaltung des Substrats. pH-Bestimmung mittels Glaselektrode bei 20 
resp. 25O. Bei den in Abschnitt 4, 5 und 6 beschriebenen Versuchen ist das pH durchwegs 
bei 25O gemessen worden. Da die Inkubierung bei 38O erfolgt, ist bei den Ergebnissen 
zu beriicksirhtigen, dass pKw, der negative Logarithmus des Ionenproduktes des Wassers, 
bei 25O genau 14,0, bei 38O dagegen 13,6 betragt. Es findet sich nur da ein weiterer Hin- 
weis auf die Methodik, wo hievon abgewichen worden ist. 

1. Vergleich d e r  pH - A k t i v i t a t s k u r v e n  v o n  N i e r e n -  ( r o h  u n d  g e r e i n i g t )  u n d  
S e r u m p h o s p h a t a s e .  

Um Vergleichsmoglichkeiten zu haben, sind die friiher erwahnten Unterschiede im 
Verlauf der pH -Aktivitatskurve bei Verwendung verschiedener Puffergemische auch fiir 
die nach D. Albersl) gereinigte Nierenphosphatase und die Serumphosphatase gepriift 
worden. 

Tabelle 1. 
pH -Optima und relative Aktivitaten der Nieren- ,and Serumphosphatase in verschiedeneri 

Pufferlosungen. 

E~~~~ 
NH,/NH,Cl 

Puffer 0,1-m. 
Material ~ 1 PH- 

opt. 

100% 

1O0yo 

100% 

9,10 

9,05 

9,07 

rel. 
Akt. 

85Y0- 
12076 

105% 

90% 
0,05-m.: 

(roh) 
Niere 

(gerei- 

Veronal-Na/HCl 
resp. NaOH 

0,025-m. 

9,65 

9,65 

PH ~ 

opt. 

9,60 

9,30 

9,35 

rel. 
Akt. 

120- 
140% 

116y0 

98 Yo 

PH- 
opt. 

9,30 

9,20 

9,22 

Akt. rel. I opt. 

-__ 
rel. 

Akt. 

85 Yo 

85 % 

98% 

rel. Akt. = Aktivitat bezogen auf Aktivitat beim pH -Optimum in Veronal-Na- 
Soda/HCl-Puffer = 100yo. 

Nierenphosphatase roh: 12,5 mg fein suspendiertes Frischgewebe pro Ansatz. 
Nierenphosphatase gereinigt : 50 y nach Albers (loc. cit.) hergestelltes Praparat pro Ansatz. 

Aus Tabelle 1 ist zu entnehmen, dass sich die Serumphosphatase in bezug auf 
Hemmbarkeit durch C0,”-Ionen analog verhalt wie die Aktivitat des ungereinigten 
Xierenenzyms. Es resultieren bei Untersuchung in den verschieden gebrauchlichen 
Puffergemischen ganz ahnliche pH-Aktivitatskurven wie sic in der 3 .  Mitteilungz) wieder- 
gegeben worden sind. Bei zunehmendem Gehalt der Pufferlosung an GO,”-Ionen resul- 
tiert eine immer starker werdende Hemmung, die sich auf den alkalischen Schenkel der 
Kurve beschrankt. Dadurch erfolgt eine Verschiebung des pH-Optimums von pH = 9,60 
in 0,025 Veronal-Xa (Substrat-Pufferlosung C0,”-Ionen-frei) nach pH = 9,30 in Veronal- 
C03”/HC1-Puffer (Konzentration an HCO,’/CO,” = 0,025-m.) und nach pH = 9,10 in 
0,l-m. NaHCO,/Na,CO,-Puffer. Gleiohzeitig sinkt die Aktivitlt von 140% auf 85%. 

Andererseits zeigt das Serum, in NH,--NH,Cl-Puffer inkubiert, eine deutliche 
Aktivitltsverminderung gegeniiber Veronal-Na-Losung ; diese NH,’-Hemmung schwankt 
individuell auffallend stark. ober  die moglichen Ursachen (schwankender Rest-N-Gehalt 
des Serums 11. a.) sol1 an anderer Stelle beriehtet werden. Die mit einem gereinigten Pra- 
parat,) erhaltenen Vergleichswerte bestatigen den Wegfall der Hemmung durch C0,”- 
_____ 

1) Z. physiol. Ch. 265, 129 (1940). 
,) Helv. 31, 1761 (1948). 
3) Aktivitat des Praparates: = 10 Bodunsky E./1 mg Substanz. Total N: 16,45% ; 

Rest-N: 1,85%; Protein-N: 14,60y0. 
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Ionen und das Bestehenbleiben der NH,'-Hemmung bei der Abtrennung eines Orossteils 
der Begleitproteine. 

Neben diesen beiden offenbar spezifischen Ionenwirkungcn sind es noch 2 weitcre 
Faktoren, die die Lage der resultierenden pH-Optima bestimmen. Erstens ist es die 
Ionenstarke der Pufferlosung; ein Zusatz von 0,2-m. NaCl, entsprechend ,LL = 0,2, bewirkt 
bei gleichbleibender Aktivitat eine Verschiebung des pE-Optimums um 0,16 pH-Einheiten. 
Zweitens ist es die Konzentration des Ansatzes an Eiweiss. Die unter 2. mitgeteilten Ver- 
suche sollen zeigen, dass die unterschiedlichen pH-Optima von Serum und Niere (z. B. 
in Veronal-Na-(70,"-HC1-Puffer 9,3O resp. 9,2O) allein durch den verschiedenen Eiweiss- 
gehalt der Proben bedingt sind. 

Beim Vergleich der ,,aktivierenden" Wirkung des Magnesiums bei den 3 verschie- 
denen Prhparaten ergibt sich folgendes: Bei Serum und Niere (Rohextrakt) liegt das 
Optimum der Aktivierung durch MgCI, bei q[Mg] = 3,O, wahrend es bei der gereinigten 
Nierenphosphatase bei q[Mg] = 2,0 oder sogar darunter liegt. Bei allen 3 Proben ist die 
prozentuale Aktivierung von derselben Grossenordnung. Sie ist am grossten bei der 
ungereinigten Nierenphosphatase und am kleinsten bei der Serumphosphatase trotz der 
langeren Versuchsdauer. 

Tabolle 2. 
Aktivierende Wirkung von MgCl, bei verschiedenen Mg-Konzentrationen (q[Mg]). Phos- 

phataseaktivitat ohne Mg-Zusatz = 

Material : I q[Mgl= 
5,0 I 4,0 I 3,O I 2,3 I 2,0 1 1,5 

Versuchsdauer fur Niere = 30 Minuten. fur  Serum = 60 Minuten. 

Uer Quotient ( Q  30/6O) aus dem Abbau bei 30 Minuten und demjenigen bei 60 Mi- 
nuten, der als grobes Mass fur den Verlauf der Zeit-Umsatzkurve brauchbar ist, ergibt 
fur die verschiedenen Phosphatasepraparate in Veronal-Na- Soda/HCl beim pH -Optimum 
folgende Werte: h'iere (roh) ohne Mg-Znsatz O,65; mit Mg (q Mg = 2,3) O,a4; Niere 
(gereinigt) ohne Mg-Zusatz O,66; mit Mg (q Mg = 2,3) O,6O; Serum ohne Mg-Zusat,z O,65; 
mit Mg (q Mg = 2,3) O,59. 

2. Eiweiss  als E f f e k t o r  der P h o s p h a t a s e .  

In orientiercnden Versuchen ist schon friiher (loc. cit.) festgestellt worden, dass ein 
Zusatz von inaktiviertem Serum zu verdiinntem Nierenhomogenat eine Erhohung der 
Phosphatase-Aktivitat im Bereich des alkalischen Kurvenschenkels bewirkt, verbunden 
mit einer Verschiebung des pH-Optimums nach der alkalischen Seite. Es lasst sich nun 
nicht nur das pH-Optimum des Nierenrohextraktes auf diese Weise beeinflussen, sondern 
auch dasjenige von gereinigten Enzymlosungen. Es braucht uberdies gar kein iuakti- 
viertes Serum zu sein, sondern es kann dieser Effekt durch den Zusatz irgendeines Ei- 
weisses erzielt werden. Wird die Menge des zugesetzten Proteins so gewahlt, dass eine 
dem Serum entsprechende Konzentration von 7--8% resultiert, so fallt das pH-Optimum 
der enzymhaltigen Eiweisslosung mit demjenigen des Serums zusammen. (Erforderliche 
Eiweisskonzentration im Ansatz - infolge Verdunnung bei Zugabe zur Substrat-Puffer- 
losung um das lOfache - 0,7-0,8y0.) 

Art und Ausmass des Effektes bei Zusatz von Serum, welches durch Bstiindiges 
Aufbewahren bei 60° (ohne Zusatz) inaktiviert worden ist, sind dieselben, wie sie beim 
Eieralbumin festgestellt worden sind. 
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Fig. 1. 
Effektorenwirkung von Eieralbumin auf die Aktivitat der gercinigten h'ierenphosphatase. 

E n z y m :  Grreinigtes Praparat von Xerenphosphatase; 50 y pro Ansatz zu 10 em3; 
30 Minuten bei 38O C. 

Eiweiss :  getrocknetes Eieralbumin. 
P u f f e r  : Verona 1-Na- Soda/HCl. 
Serum : normales Serum vom Menschen. 

o K u r v e n  : I. gereinigte Nierenphosphatase in Substrat-Pufferlosung ohne Zusatz. 
A 

I3 

2. desgl. + 0,47/, Eieralbumin (Endkonzentration). 
3. desgl. + 0,8% Eieralbumin (Endkonzentration). 
4. Serum (ohm Zusstz). 

3. Lage  u n d  Verlauf  d e r  pH - A k t i v i t a t s k u r v e  von  gere in ig te r  Nierenphos-  
p h a t a s e  u n d  S e r u m p h o s p h a t a s e .  

Auf Grund der Ergebnisse einer Anzahl von pH -Aktivitatskurven, die unter kon- 
stanten Versuchsbedingungen aufgenommen worden sind, sol1 versucht werden, die Gesetz- 
massigkeit des Kurvenverlaufes beider Nieren- u. Serumphosphatase quantitativzuerfassen. 

Nach Michaelis und Menten (loc. cit.) stellt die pH-Aktivitatskurve eines Enzyms, 
dessen Dipol aktiv ist, eine Ampholyt-Dissoziationsrestkurve dar, wobei die fur jedes 
pH gegebene GrGsse der Zahl der vorhandenen ungeladenen Teilchen der Enzym-Substrat- 
verbindung entspricht. Voraussetzung hierzu ist die Konstanz von K, , der Dissoziations- 
konstante des Gleichgewichtes E+ S ZZ ES, worauf unten zuriickzukommen ist. 

Die von Michaelis gegebene Gleichung (1) zur Berechnung des Dipolariteiles (= e )  
ist - unter Berucksichtigung, dass das Ionenprodukt des Wassers K, = (H') . (OH) 
ist, und unter Ersetzung des Ausdruckes K,/K, durch die Konstante K,' - wie folgt 
urngeformt worden (Formel 2 )  : 
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In den Gleichungen (1) und (2) bedeuten (H’)  die ~~asserstoffioricnlionzentration 
resp. deren Aktivitat, ( O H )  dasselbe fiir OH. K;, isi, die Saurcdissoziationskonstante, 
K, die Basendissoziationskonstante der Enzym-Siil)strat-verl~inclung. Kb’ gibt wie K, 
die Lage des Parameters (Wendepunktes) der Bascn- I)i~soziationsltur\.e in (H’)-Einheiten 
an. Da auf diese Weise K, und K,’ im gleichen M;iss (H‘) msgedriickt werden kiirinen, 
stellt dies gegenuber der Verwendung von K, (als Mass (OH’)) cine Vtwirifachung dar. 
In pH-Einheiten ausgedriickt ergeben sich die folgeiickri Beziehungen: pH +pow = pK,; 
PKb’ == PK,-PKb PKb == ,, pK - pH. Da nun sowohl plib. als auch pII == pICw - pKb 
sind, wird pKb. = pH. Die Ahnlichkeit der fruhrr mitgeteiltenl) Porrriel von Haldane 
(loc. cit.) fur die Berechnung der ps-Kurven (Ihrrstellung der Enzpm-Aktivitat, als 
Funktion des Logarithmus der Substratkonzentrati: i n  j mit Formol 2 ist offensichtlich. 

Nimmt man die totale Enzymmenge, wie ai1c.h tien J.E.P., d. h. die Spmmetrie- 
achse der Kurven als konstant an und lasst nun pK, mid pKb. auf beidc Seiten gleicher- 
massen wandern, so resultiert eine Anzahl Amphol~t-Dissoziationsrestliul.ven, die sich 
voneinander in charakteristischer Weise unterscheidvn. Man betraclite die von MichaeZis 
gegebene Abbildung2). Wie daraus zu ersehen ist, rcsitltiert, wenn pKa wid pKb, weit von- 
einander entfernt sind, eine breite Kurve mit flacheiii Verlauf in Schcitclnahe und einer 
Steigung der beiden abfallenden Schenkel, welche 1 wiln Wendepunkt (IVendetangente) 
derjenigen der gewohnlichen Dissoziationskurve anniiheind gleichkonimt . B P  ispiel  : Der 
I.E.P. (== Scheitelpunkt) liege bei pH = 9,0, pK, d1.r iiegative Logarit>hmus der Disso- 
ziationskonstante als Saure betrage 11,O und derjenigc als Basc, pic,; = 7,O. Die Steigung. 
die diese Kurve beim Wendepunkt in der Xihe von pIr 7,0 und 11.0 aufiwist, betragt 
t g  a = 2,24/4 (bei der einfachen Dissoziationskurve tg a = 2.30/4 7 0,576). Die relative 
Scheitelhohe (gleichbedeutend wie e in Formel 1 und 2) ist 98,O%. Innerhalh eines pH- 
Intcrvalles von 0,5 pH -Einheiten zu beiden Seiten d1.s Ijeim 1.E.P.-liegendeii Optimums 
nimmt e nur urn 1,5% (auf 96,5%) ab. 

Betrachten wir andererseits eine Kurve, bei wtslcher die. Konstantcii pKaund pK,. 
auf der pH-Skala nahe beieinanderliegen, z. B. beidc ‘9,5 pH-Eiriheitcii voni Kurven- 
scheitel entfernt, so resultiert ein steiler Kurvenverlauf niit eincm rclativ spitzon Kurven- 
scheitel. e (entsprechend der Hohe des Scheitels) betragt iiur noch 61 ,3y0 und die Steigung 
der Wendetangente tg  u = 1,92/4. In einer Entfernurig voii 0,s pJt-Eiiiheiten vom Op- 
timum betragt e nur noch 47,6%. 

a b’ 
(resp. den Quotienten aus K,/Kb‘) sind nun zur Best~im~nung diescr Griisse cinige dieser 
oben erwahnten, fur den Kurvenverlauf charaktcristischen Uateii als Funktion von 
(pK -pK ) berechnet worden. Wie aus Fig. 2 ersichilich ist, bestcht eirie Ahlilingigkeit 
zwischen pK,pKb,, dem Abstand der Wendepunk t e der beiden Dissoziationskurven 
ausgedriickt in pH-Einheiten einerseits, und 1) der Abn;iIiiiievoii e (ubertr i t  g en : Aktivitats- 
abnahme) bei einer Verschiebung um 0,5 resp. 1,0 ill ,  -Einhoiteii voni pH -Optimum, 
2) dem pE, bei welchem e auf den halben Wert (= em;,, 2) :Lbsinkt (iibcrtragen : Aktivitats- 
abnahme urn die Halfte); 3) der relativen Hohe des I\ur.venscheitels =: pnlax (Anteil an 
Dipolen beim I.E.P. bezogen auf die Totalmenge Enzprii) iind 4) der Steigung cier IVendr- 
tangente andererseits. 

ema,/2 lasst sich auch rein rechnerisch ermittdii, und m a r  auf Gmnd folgender 
Formel, die der Autor der Freundlichkeit von Herrn l’rol’. It-. Tl’ilbvtrndf verclmkt. 

Darnach gelten die folgenden Beziehungen : 

Da die Form dieser Kurven allein gegeben ist drirc-h die Diffcrerix yon pIi -pK 

a b’ 

l) Helv. 32, 464 (1949), Seite 472; Formel (5). 
2, L. MiehaeZis, Die Wasserstoffionenkonzentratioii. Springer Verlap Berlin 1922, 

Seite 54. 
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darin bedeuten: (H’)opt = ( H )  beim pH-Optimum. 
= (H.), bei welcher die Aktivitat die Halfte der beim pH- 

= Dipolanteil beim pH-Optimum als Mass fur die Ordinate des 

Subtrahiert man nun die Gleichung (4) von der mit 2 multiplizierten Gleichung (3) 
und eliminiert eine der Konstanten K, oder K,’ auf Grund der Beziehung (H’):pt 2 

Ka.Kb’, dann erhalt man z. B. 

Optimum gemessenen betriigt. 

Kurvenscheitels. 
Qmax 

Setzen wir die Daten aus Fig. 3 ein (pH-Optimum = 9,20; pH, 8,48), SO resul- 
tiert : 

Fig. 2. 
Punktionen von pK,-pIcb, (Abstand des Parameters der Skure-Dissoziationskurve von 
demjenigen der Basen-Dissoziationskurve) zur Bestimmung des Verlaufs einer Ampholyt- 

Dissoziationsrestkurve. 
o l a )  relative Abnahme von e bei f 0,5 pH-Einheiten Entfernung vom p,-Optimum; 
o l b )  relative Abnahme von e bei f 1,0 p=-Einheiten Entfernung vom pH-Optimum; 

beide bezogen auf e beim pH-Optimum (= emax). emax bedeutet den Dipolanteil 
resp. die Aktivitat beim pH-Optimum. 
Entfernung vom Kurvenscheitel (pH-Optimum) in pH-Einheiten, bei welcher e auf 
den halben Wert absinkt verglichen mit emax (beim pH-Optimum). 
Absolute Grosse von emax. 
Steigung der Wendetangente tg a (dargestellt: 4.tg a).  

o 2) 

A 3) 
4) 
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Unter der Voraussetzung, dass die von Michaelis generell gemachte Annahme auch 
fur die alkalische Phosphatase zutreffen sollte, ist nun pK,-pKb, auf Grund der Be- 
ziehungen 1 und 2 bestimmbar, ohne dass der rationelle Masstab der Ordinate zunachst 
bekannt sein muss. 1st pKa-pKb, auf Grund der in Fig. 2 dargestellten Beziehungen und 
damit auch e ermittelt worden, so konnen nun die unter 3. und 4. envahnten Funktionen 
ihrerseits zur Probe herangezogen werden, indem fur einen bekannten Wert von (pKa-pKbr) 
der Dipolanteil und tg u, die Steigung der Wendetangente, gegeben sind. 

Folgendes Beispiel soll das Gesagte veranschaulichen : Bei einer pE-Aktivitats- 
kurvel) von gereinigter Nierenphosphatase (80 y pro Ansatz zu 10 cm3; t = 30 Minuten; 
T = 38O) lassen sich bei der graphisohen Darstellung folgende Daten ablesen: pH-Optimum 
9,20; Aktivitat beim pH-Optimum 3,93 Phosphatase-Einheiten, Aktivitat bei pH =, 
9,20-0,5 = 8,70 2,79 Phosphatase-Einheiten = 71,0y0 der optimalen Aktivitat, be1 
pH = 9,20+0,5 = 9,70 2,73 Phosphatase-Einheiten = 69,5% der optimalen Aktivitat. 
Die beim Optimum beobachtete Aktivitat sinkt auf die Halfte bei pH = 8,43 resp. 
pH = 9,92. Die aus diesen Daten abzulesenden Werte fur pK -pnb, lauten in gleicher 
Reihenfolge: + 0,40; + 0,25; + O,62; + 0,32. DieTatsache, dass di:Werte fur den alkalischen 
Kurvenschenkel kleiner sind, soll weiter unten erortert werden. Die diesen Werten zuge- 
ordneten Grossen fur emsx sind: 4574, 40,5%, 51% und 4396, im Mittel emax w 45%. 

I I d  

I I I I I I I I 
44 8,6 48 80 $2 84 96 98 Px 

Fig. 3. 
Verlauf der pH -Aktivitiitskurve von gereinigter Nierenphosphatase in Veronal-Na- Soda/ 
HC1-Puffer. Die ausgezogene Kurve geuugt der Gleichung (a), in welche die Daten 
pKa = 9,37 und pKb, = 9,03 eingesetzt worden sind. Die Punkte sind experimentelle 
Werte aus10Versuchen. S = 0,45y0 Na-Glycerophosphat; t = 30 Minuten; T = 38" C; 

80 y Praparat pro Ansatz zu 10 cm3. Gestrichelte Kurve siehe Text. 

l) Als Beispiel soll diejenige pH-Aktivitatskurve gewahlt werden, die in der 2. Mit- 
teilung (loc. cit.) auf Figur 7 als Kurve Nr. 1 dargestellt worden ist. 
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In  dieser Weise wurden 10 pH -Alitivitatskurven, bestehend ans je 7-8 experi- 
mentell bestimmten Punkten analysiert und folgende Mittelwerte erhalten : pH -Optimum 
9,20 & O,Oll); pga = 9 3 3  & 0,05 (Methode 1) resp. 9,42 & 0,02 (Methode, 2); pKd = 
9,07 6 0,03 (Methode 1) resp. 8,99 & 0,02; em,, = 43,5% & 1,O. 

Fur die Serumphosphatase resultieren beim gleiehen Verfahren unter Benutzung 
von 5 Kurven die folgenden Werte: 

pH-Optimum = 9,32 & 0,01; pK = 9,56 i 0,05 resp. 9,62 & 0,06; pgb, = 9,08 & 
0,06 resp. 9,03 & 0,05; emax = 48,5yua* 3,1. 

Die analog wie in Fig. 3 verlaufende Kurve unterscheidet sich davon lediglich 
durch den hoheren Wert von px,, bei befriedigender Ubereinstimmung von pKd, d. h. 
gereinigte Nieren- und Serumphosphatase haben den sauren Schenkel gemeinsam, 
wahrend der alkalische Schenkel der Serumphosphatase weiter nach der alkalischen 
Seite zu verschoben ist, folglich auch das resultierende pH -Optimum. 

In  Fig. 3 ist die Divergenz von berechneter Kurve und experimentellen Werten 
im Bereich des alkalischeii Schenkels oberhalb von pH - 9,5 auffallend. Uber die wahr- 
scheinliche Ursache dieser Abweichung von der theoretischen Annahme wird unter 5) 
berichtet werden. Es sei vorweggenommen, dass K, , die Dissoziationskonstante des 
Gleichgewichtes E + S 7s ES, bis gegen pH - 9,5 nur wenig abhangig ist vom pH, 
oberhalb davon aber stark anzusteigen beginnt. Es wird sich daher oberhalb dieser 
Grenze infolge stark abnehmender Affinitat zwischen E und S weniger aktives E S  als 
berechnet bilden konnen. 

Das ahnliche Verhalten der Saccharase ist dureh M y i b k k ? )  in folgender Weise 
formelmassig dargestellt worden. 

Es ist daraus ersichtlich, dass die oben gegebene Gleichung der Formel (2) entspricht, 
wenn K, verglichen mit [S] sehr klein ist. Der Korrekturfaktor (I +K,/S) tritt im Sinne 
einer Aktivitatsverminderung dann stark in Erscheinung, wenn K, gegendber [S] relativ 
gross zu werden beginnt. Bei sinngemasser Ubertragung dieser Formel (6) auf die Phos- 
phatase resultiert die in Fig. 3 gestrichelt dargestellte asymmetrische Kurve, deren Uber- 
einstimmung mit dem Experiment eine befriedigende ist. Gleichwohl bedarf diese Formel 
noch einer Prufung auf ihre inhaltliche Riehtigkeit bei der Phosphatase. 

Die zu Beginn gemachte Annahme, dass es sich um eine symmetrische Kurve 
handelt, ist somit nur naherungsweise erfullt. 

4. Abhangigkei t  d e s  p H - O p t i m u m s  v o n  d e r  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n .  

Wie Polley und Kuy, Neumann (loc. cit.) u. a. beobachtet haben, stellt die Substrat- 
konzentration (= [S]) neben der Art des Snbstrates (siehe King3)), der Versuchsdauer 
(Lundsteen und Vermehrens)), der Versuchstemperatur und der Beschaffenheit des 
Milieus einen wciteren Faktor dar, welcher die Lage des pH -0ptimums beeinflusst. 
Die unten gewahlte Darstellungsweise ist indessen eher geeignet davon eine richtige 
Vorstellung zu vermitteln : m’ie aus Fig. 4, in weleher nicht die relativen Werte, sondern 
die absoluten Aktivitaten aufgetragen sind, zu ersehen ist, erinnern die fur verschiedene 
Werte von [S] aufgenommenen Kurven an die Wirkung der Effektoren vom Typ I16). 
Wahrend der linke Schenkel in seiner Lage nicht stark von [S] abhangig zu sein scheint, 

2, Z. physidl. Ch. 158, 160 (1926); 159, 1 (1926). 
3) Biochem. J. 33, 1185 (1939); 37, 547 (1943). 
4, Enzymologia I, 273 (1936). 
5 ,  Helv. 31, 1943 (1948). 
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ist es der alkalische Schenkel in ausgesprochenem Mass(-. Dass bei l)H 
- absolut genommen --- bereits bei einer Substratlionzentration von 0,l ( == 0,0014-m.) 
annahernd dieselbe ist wie bei der zehnfachen Koiizentration [S] = 1 ,(I1), besagt, dass 
die Affinitat zwischen E und S hier relativ gross, resp. die Dissoziationskonstante K, 
sehr klein sein inuss. Alle 3 betracht.eten Punkt.e fallcn in deu Bercich dcr ps-Kurve, yin 
infolge asymptotischer Annahihorung an den Naximalwert keine Abhhgigkeit der Ferment - 
Aktivitat von der Substratkonzentration [S] mehr hrsteht. Bci pH = 9,G hingegen ist bis 
[S] = 1,0 (und daruber hinaus) eine fortschreitende 211 

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, mit andern 
mit Substrat, wird erst bei relativ hoher Substratkonz 
Betrachtungen lasst sich bereits aussagen, dass dic .4bhangigkeit tics pli -0ptimunis 
von [S] im wesentlichen bedingt wird durch die Alm:i,hme der dffinitiit des Enzyms 
zum Substrat nach der alkalischen Seite resp. durch tlas Anstcigcn der das Glcichgewicht 
E + S Z E S  bestimmenden lionstante K, , 

4 -  

3 -  

2 -  

r -  

Fig. 4. 
Substratkonzentration [S] und pH-Optimum drr cirwinigten Nic.renptios2)~iatasc. 

80 y gereinigtes Praparat pro Ansatz; Suh~tr,itkonzc.ntration [S]. 
o a) 0,0014-m. (0,l) b) 0,0057-m. (0,4) o c) 0,0144-ni. ( J , O ) .  

Puffer: 0,07-m. NH,/NH,CI- I'uifer. 

Bei Durchfuhrung desselben Versuches in Vei ond-Na-Soda HC1-Puffer ist das 
Wandern des pH-Optimums nach der sauren Seitc 1rt.i abnehmender Suhstratkonzer? - 
tration noch ausgesprochener. Dieses betragt bei [S] 2 5 pIr  =- 9,20; [t;] = 1 ,O  pq = 
9,18; [S] = 0,4 pH = 9,03; [S] = 0,l pH = 8,62. Es 1st wahrschemLicl1, dass fur diese 
betrachtliche Verschiebung des Optimums nach drni Neutralpunkt zii nicht nur die 
Variabilitat von K, verantwortlich zu machen ist, sonder 11 .iuch die Zunahme der relativen 
Phosphathemmung (Jucobsen2)) nach der alkalischen Selte, sowie das unterschiedliche 
Spaltungsausmass bezogen auf das angebotene Substr,Lt. 

l) Unter Substratkonzentration [S] = 1,0 ist die ul,licherweiae verwcndete [S] zu 
verstchen; diese ist 0,0144 m Endkonzmtration. 

______ 

L, Bioch. Z.  267, 89 (1933). 
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Wird [S] konstant (z. B. bei 1,O) gehalten und [El variiert, so tritt ebenfalls eine 
merkliche Verschiebung des Optimums auf. Es resultieren (in Veranol-Na-Soda/HCl- 
Puffer) folgende Optima: Bei einer zugesetzten Enzymmenge von 25 y Praparat pH = 
9,20; bei 80 y Praparat pH = 9,17 und bei 200 y Praparat pH = 9,12. Dieser Befund 
spricht dafiir, dass es abgesehen von der Variabilitat von K, weniger auf den Quotienten 
Enzym/Substrat als auf die absolute Grosse von [S] ankommt. 

5. Die  Abhangigkei t  d e r  A f f i n i t a t  E n z y m - S u b s t r a t  vom p H .  

Die geringgradige Asymmetrie der pH-Aktivitatskurve, sowie die Abhangigkeit 
des pH -0ptimums von der Substratkonzentration haben bereits die Vermutung auf- 
kommen lassen, dass K, , die Dissoziationskonstante des Gleichgewichtes E + S 7-' ES 
(als reziproker Wert ein Mass fur Affinitat), von der Grosse der (Ha)-Konzentration abhgngt. 

Die Bestimmung von K, erfolgt am einfachsten, wie friiher beschriebenl), unter 
Verwendung der Darstellungsweise von Lineweaver und Burk2). Dabei wird die gefundene 
Dissoziationskurve in eine Gerade umgewandelt, deren Schnittpunkt mit der Ordinate 
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax), und somit auch K, (= [S] bei Vm,/2) 
bestimmen lasst. Fig. 5 sol1 das Gesagte veranschaulichen. Die Parallelverschiebung der 
3 Kurven lasst die Abhangigkeit von K, , welches auf der Darstellung identisch ist mit 

Fig. 5a. Fig. 5b. 
pS-Kurven der gereinigten h'ierenphosphatase bei verschiedenem pH. 

Fig. 5a) Puffer: 0,05-m. Veronal-Na/HCl; Fig. 5b) 0,05-m. NH,INH,CI 
3 )  pH = 8,5 
2) pH = 9,0 

I )  pH = 8,5 
2) pH == 9,25 

3) pH = 9,45 3, PH 9>9 

1) Helv. 32, 464 (1949): Formel 3; Figur 10. 
2, Am. SOC. 56, 655 (1935). 
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Die Kurven stellen die bei den betreffenden Bedingungen beobaehteten relativen 
Aktivitaten dar verglichen mit V,,, = 100%. [S] = 1,0 = 0,0144-m. 

Aus Fig. 5a lassen sich folgende Werte fur K, herauslesen: pH = 8,5 K, = 0,0004; 
pa = 9,0 K, = 0,00084; pE = 9,45 K, = 0,0023. Die Substratkonzentration [S], bej 
welcher eine optimale Aktivitat resultiert, betragt in gleieher Reihenfolge : 0,0072-m. (0,5) ; 
0,0173-m. (1,2); 0,0288-m. (2,O). Diese Daten geben die Lage des Scheitelpunktes der 
pb-Kurve an, sofern nicht eine (der Theorie entsprechende) asymptotische Annaherung 
an den Wert V,, = 100% bei S +oo erfolgt. Fiir den gleichen Versuch in 0,05-m. 
KH,/NH,Cl-Puffer (Fig. 5b) ergibt sich: pH = 8,5 K, = 0,0004; pH = 9,25 K, = 
0,00094; pH = 9,9 K, 1 0,0036. [S] bei optimaler Aktivitiit betragt: 0,0029-m. (0,2); 
0,0144-m. (1,O); hber 0J5-m. (8,O). 

Das verschiedenartige Verhalten des gereinigten Enzyms in Veronal-Na/HCl, 
XH,/B’H,Cl-Puffer und in Veronal-Na-Soda/HCl besteht in folgendeni : 

a)  Obwohl die ersten beiden Puffer frei sind von Bestandteilen, die kompetitiv 
hemmen, ist K, bei gleichem pH in NH,-NH,Cl-Puffer kleiner als in Veronal-Na/HCl. 

b) Die pH-Abhangigkeit ist in NH,/NH,Cl-Puffer wenigstens bei einem pH unter 
9,.5 grringer. 

c) Die Tendenz zur Bildung einer Enzym-Substrat-Verbindung von der Formel ES, 
bpi hoher [S] - charakterisiert durch deren Dissoziationskonstante K, - ist in allen 
Puffergemischen zu beobaehten, allerdings in verschiedenem Masse. 

d) Im Veronal-Na-Soda/HCl-Puffer lasst sich K, relativ gut bestimmen, da dieser 
Wert in einem Bereich liegt, der experimentell gut erreichbar ist (Fig. 7). Die erhaltenen 
Kurven entsprechen der Theorie unter der Bedingung, dass die sich bildende Verbindung 
ES2 inaktiv ist. K, wurde fur pH = 8,6 u n d  9,2 zu K, rn 0,15 ermittelt. Da CO,”-Ionen 
zugegen sind, kann nicht sicher entschieden werden, ob die (H)-unabhangige Grosse von 
K, derjenigen yon ES, oder evtl. von S-E-Carbonat entspricht, was ebenfalls moglich ist. 

/ 
A 
1 

/ 

1 I I 
45 s,a $5 740 P,q 

Fig. 6. 
K,, die Dissoziationskonstante der Enzym-Substrat-Verbindung der Phosphatase in 

Bbhangigkeit von pH und Puffer. 
1)  K, bestimmt in Veronal-Na-Soda/HCl (- 0,05-m.). 

0 2 )  desgleichen in 0,05-m. Veronal-Na-HC1; 
A 3) desgleichen in 0,05-m. NH,/NH,CI; 

30 y gereinigtes Praparat pro Ansatz zu 10 cm3; 30 Minuten bei 38O. 

e) Der Kurvenverlauf in NH,/NH,Cl (Fig. 5b) Iasst vermuten, dass die Verbindung 
ES,, deren Bildungstendenz wenigstens bei niedrigen pH-Werten deutlich vorhanden ist, 
ebenfalls aktiv ist, allerdings schwiicher als ES. Fiir diese Annahme spricht die schon 
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fruher beobachtete Tatsache, dass die ps-Kurve nach oberschreiten des Optimums 
einen auffallend flach abfallenden Verlauf zeigt. Bei niedrigem pH (z. B. pH = 8,5), wo 
die Differenz der Zerfallsgeschwindigkeiten von E S  und ES, am grossteri zu sein scheint, 
fallt die Kurvc (Fig. 5 b ;  No. 1) zunachst gleich steil wie die Kurven in Fig. 7 ab, biegt 
dann um und nahert sich asymptotisch einem Grenzwert, der gegeben ist durch die Zer- 
fallsgeschwindigkeit der Verbindung ES, verglichen mit derjenigen von ES. 

Die Abhangigkeit der Grosse K, vom pH und der Art des Puffergemisches ist in 
Fig. 6 dargcstellt. Der reziproke Wert von K, gilt als Mass fur die Affinitiit zwischen 
Enzym und Substrat. Die gestrichelte Linie sol1 auf die aufschlussreiche Tatsache hin- 
weisen, dass K, in den verschiedenen Puffern immer gerade dort einen Wert von ca. 
K, M 0,002 uberschreitet, wohin das pH-Optimum im betreffenden Puffer zuliegen kommt. 

6. Vergleich d e r  p S - K u r v e n  verschiedener  P h o s p h a t a s e - P r L p a r a t e .  
Nierenphosphatase roh und in gereinigtem Zustand, sowie Scrumphosphatase 

weisen, in NH,/NH,Cl 0,07-m., bei pH = 9,6 bestimmt, Werte fur K, auf, die alle von 
gleicher Grossenordnung sind, z. B. Niere (roh) K, = 0,00122; Niere (gereinigt) K, = 0,00115 
und Seruni (bei einer doppelt so langen Versuchsdauer von 60 Minuten, aber gleich grossem 
Spaltungsausmass) K, = 0,00116. 

Fig. 7. 
ps-Kurven von roher und gereiuigter Nierenphosphatase und Seruinphosphatase in 

1) Frisches Serum eines gesunden Menschen (t = 60 Minuten). 
2) Gereinigtes Praparat von Nierenphosphatase: 30 y pro Ansatz zu 10 em3 (t = 30 Mi- 

3 )  Homogenat von Rattenniere; 6,7 mg Frischgewebe pro Ansatz (t = 30 Minuten). 

Veronal-Na-Soda/HCI-Puffer von Delory und King. 

nuten). 

Bei Venvendung des fur praktische Zwecke am besten geeigneten Puffers, Veronal- 
Na-Soda/HCl, tritt  die kompetitive Hemmung durch die C0,"-Ionen des Puffers als 
Parallelverschiebung naoh rechts in wechselndem Masse in Erscheinung. I m  Gegensatz 
dazu zeigt der durch die Uberschusshemmung bedingte rechte Schenkel der Kurve fast 
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keine Abhangigkeit von der Art des Priiparates. K, betragt fur gereinigte Nierenphos- 
phatase OJ5, fur Nierenrohenzym 0,18, fur Serum OJ8. Aus Fig. 7 ist zu entnehmen, dass 
K, resp. der scheinbare Wert K,' bei p~ = 9,2 fur Niere (roh) 0,0031, fiir Niere (gereinigt) 
0,0020 und fur Serum 0,0011 betragt. 

Die in diesem Puffergemisch beobachteten optimalen Substratkonzentrationen 
liegen alle in der Nahe der iiblicherweise verwendeten Konzentration von 0,0144-m. 
(= 1,O). Das Optimum betragt fiir Niere (roh) 0,0259-m. (1,8), Niere gereinigt 0,0173-m. 
(1,2) und Serum 0,0159-m. (1,l). Die in Figur 7 ebenfalls dargestellte, berechnete Steigung 
der Wendetangente dieser p,-Kurven (bei 4facher ffberhohung des rationellen Ordinaten- 
masstabes tg c( = 2,23 resp. 2,30) laxst die gute ffbereinstimmung von Berechnung und 
Experiment erkennen. 

Diskuss ion .  
Da die alkalische Phosphatase noch nicht in reiner, krystalli- 

sierter Form erhalten worden ist, stellt die Bestimmung der Phos- 
phatase-Aktivitat unter Zugrundelegung von willkurlich festgelegten 
,,scheinbaren" Einheiten den einzigen Weg dar, um sich uber den 
Enzymgehalt von Geweben etc. zu orientieren. Die grosse Zahl von 
Faktoren, die diese Aktivitat beeinflussen, erklart die vielen vorge- 
schlagenen Mass-Einheiten und den Umfang der daruber existierenden 
Literatur. Die Tatsache, dass ein und dieselbe Enzymmenge je nach 
Versuchsbedingungen quantitativ und qualitativ verschieden wirken 
kann, begrfindet die Forderung einer prazisen Kenntnis aller Wir- 
kung s b edingungen . 

Ein sehr umfangreiehes Material ist bereits zusammengetragen 
worden; viele Befunde widersprechen sich indessen. Unter anderem 
ist dies dadurch begrundet, dass viele Studien in der Weise gemacht 
werden, dass e i n  Effektor oder ein Faktor bei sonst festen VersuchE- 
bedingungen auf Art und Ausmass der resultierenden Wirkung 
gcpruft wird. Besonders zur Aufdeckung grosserer Zusammenhange 
ist es aber notwendig, eine Wirkung in mehreren Dimensionen gleich- 
zeitig zu verfolgen, um eine ,,raumliche" Ubersicht zu erhalten. 
Dieser Forderung entsprechend sind hier das wechselseitige Ver- 
halten von pH, Substratkonzentration und Aktivitat in verschiedenen 
Puffern untersucht worden. Dabei wurde der Versuch gemacht, die 
die Enzymaktivitiit generell bestimmenden Daten, wie Ka , K, , K, 
und K2 zu ermitteln, um einen besseren Uberblick zu gewinnen. 

Aus den Abschnitten 3 ,  4 und 5,  die diesem Zwecke dienen, ist 
insbesondere zu ersehen, dass die geringgradige Asymmetrie der pH- 
Aktivitatskurve und das Wandern des p,-Optimismus nach dem 
Neutralpunkt zu bei abnehmender [S] nichts anderes als Konse- 
quenzen der p,-Abh%ngigkeit der Grosse Ks7 der MichaeZis-,,Kon- 
stante", darstellen. Betrachtet man das in Figur 6 dargestellte Ver- 
halten von K, (in Gestalt des reziproken Wertes l /Ks als Mass fur 
die Affinitat), so resultiert eine Abhangigkeit der Affinitat von der 
Art des Puffers, die mit den fruher (3. Mitteilung) beobachteten 
Stabilitatsverhdtnissen vollig iibereinstimmt. 
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Unter Berucksichtigung dieser Beobachtungen lasst sich die 
Lage und der Verlauf der p,-Aktivitiitskurve der alkalischen Phos- 
phatase in folgender n7eise charakterisieren : Die Kurve entspricht 
im grossen ganzen dem Verlauf einer Dissoziationsrestkurve cines 
Ampholyten. Wahrend der saure Schenkel diesem ziemlich genau 
entspricht, zeigt der alkalische Schenkel cine zunehmende Ab- 
weichung davon, die bedingt ist durch den starken Anstieg von K, 
resp. den Abfall der Affinitat E-S nach der alkalischen Seite. Die 
Xahe von pIi, und pKb, (0,4-0,6 p,-Einheiten) erklart den auffallend 
steilen und spitzen Verlauf, der wegen seiner Lage im alkalischen 
Gebiet (p, 9-10) in der Praxis methodische Schwierigkeiten be- 
reitet. Dass die vom pH-abhangige Dipol-Konzentration, welche 
durch die Kurve dargestellt wird, tatsachlich diejenige der E-S- 
Verbindung wiedergibt, ist in den eingangs zitierten Arbeiten von 
,?!tichaelis et al., von Euler, Kuhn und Hnldane eingehend dargetan 
worden, so dass hier darauf verzichtet werden kann. 

Die Abhangigkeit der p,-Optima in den verschiedenen Puffern 
erscheint unter Berucksichtigung der Variabilitat von Ks resp. der 
Affinitat verstandlich. Lage und Steigung des linken, sauren Schen- 
kels - als Ausdruck fur die Aktivitat - werden beeinflusst durch 
nichtkompetitiv hemmende Pufferbestandteile wie NH,'. Die Lage 
des alkalischen Schenkels ist fruher gewertet worden als Ausdruck 
der Stabilitat. Wie hier gezeigt wird, ist sie es auch gleichermassen 
fur die Abnahme der Affinitat nach der alkalischen Seite. Dort, wo 
diese erst spat (z. B. bei pH = 9,7) einen bestimmten Ketrag von 
cat. 1/0,002 = 500 unterschreitet, liegt das Optimum relativ weit im 
alkalischen Gebiet bei pH = 9,7. Sinkt die Affinitat schon fruher, 
d. h. bei weniger stark alkalischer Reaktion auf diwen Grenzwert ab, 
so verschiebt sich das p,-Optimum nach der sauren Seite auf z. B. 
9,35 resp. 9,20. Inwiefern die beiden Begriffe ,,StabilitBt" und 
Affinitiit, die sich teilweise uberdecken, in ihrem Wesen identisch 
sind, Iasst sich noch nicht entscheiden. 

Die beobachtete Verschiebung des pH-Optimums nach der sauren 
Seite bei abnehmendem [ S] ist wohl zum uberwiegenden Teil bedingt 
durch die Variabilitat von K,, doch durfte sich dabei auch die Tat- 
sache auswirken, die Jacobsen (loc. cit.) festgestellt hat, wonach die 
relative Phosphathemmung (der kompetitive Anteil derselben) nach 
der alkalischen Seite an Starke zunimmt und bei abnehmendem [S] 
immer starker in Erscheinung tritt. Gleichwohl verdient diese Tat- 
sache im Hinblick auf die physiologischen Reaktionsbedingungen 
des Enzyms in Gewebe und Korpersaften einige Beachtung. Was 
hierbei namlich schwer zu verstehen ist, ist die Tatsache, dass dieses 
Ferment, das im Stoffwechselgeschehen cine bedeutende Rolle spielt, 
ein pH-Optimum haben soll, das weit vom physiologischen pH- 
Bereich entfernt ist. Da nun im Organismus die Substratkonzen- 
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tration sehr klein ist und auch betrachtliche Mengen von freiem 
Phosphat zugegen sind, berechtigen die oben gemachten Feststel- 
lungen zur Annahme, dass das optimale p, vie1 naher bei der ak- 
tuellen Reaktion der Korperflussigkeiten liegen muss, als auf Grund 
theoretisch begriindeter, aber unphysiologischer Versuchsbedin- 
gungen allgemein angenommen wird. 

Im  Hinblick auf die zweite eingangs gestellte Frage der Iden- 
titat der Gewebs- und der Serumphosphatase erlauben die vor- 
liegenden Resultate die folgenden Schlusse : Trotz scheinbar unter- 
schiedlicher Ergebnisse darf die Frage entschieden bejaht werden , 
denn es hat sich gezeigt, dass die beobachteten Differenzen durch die 
Effektorenwirkung inaktiver Begleitstoffe hervorgerufen werden, 
und dass nach Eliminierung derselben die Ubereinstimmung cine be- 
friedigende ist. Diese erstreckt sich auf die folgenden gepriiften 
Eigenschaften : p,-Optimum, optimales q[Mg], Verlauf der Zeit- 
Umsatzkurve, p,-Kurve, sowie die Daten Ka, K, und K,. Das zu- 
nachst verschiedene p,-Optimum ist bedingt durch die Effektoren- 
wirkung der Serumeiweisskorper, einem unspezifischen Effekt, der 
eine Verschiebung des Optimums nach der alkalischen Seite bewirkt. 
Die obige Folgerung steht in Ubereinstimmung mit der geltenden 
Anschauung, wonach die Serumphosphatase als cine normalerweise 
geririggradige Ausschwemmung des Gewebsenzyms in den Saftestrom 
zu betrachten ist. Erfahrungsgemass kommt es immer dann zu einem 
Ansteigen der Serumphosphatase, wenn es von seiten cines Organs 
(z. B. Knochen) zu einer vermehrten Bildung und Ausschwemmung 
des Fermentes kommt. 

B u s  ammenf  a s sung. 
1. Es werden a)  der Verlauf der p,-Aktivitatskurve; b )  die Mg- 

Aktivierung bei variablem q[Mg], c)  die Zeit-Umsatzkurve und d) die 
Affinitat zwischen Enzym und Substrat in verschiedenen Pufferge- 
mischen untersucht. Gegenstand der Untersuchung bilden die rohe und 
nach D. Albers gereinigteNierenphosphatase, sowie die Serumphosphate. 

2. Rohe und gereinigte Nierenphosphatase unterscheiden sich 
voneinander durch die GO,”-Hemmbarkeit, welche bei der Reinigung 
verschwindet, und die Anderung des optimal aktivierenden q[Mg], 
welches sich von q[Mg] = 3,O nach Werten unter 2,O verschiebt. 
Die Hemmung durch NH,’-Ionen bleibt unverandert bestehen. 

3 .  Nierenphosphatase (roh) und Serumphosphatase zeigen hin- 
sichtlich der oben erwahnten Eigenschaften gute Ubereinstimmung. 
Es besteht einzig eine Differenz bezuglich p,-Optimum, welche 
durch die begleitenden Serumeiweisskorper (Effektor vom Typ 11) 
verursacht wird. Es darf daher angenommen werden, dass die al- 
kalische Phospho-mono-esterass der Gewebe (h. l. Niere) und des 
Serums identisch sind. 
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4. Die Dissoziationskonstante K, der Enzym- Substratverbindung 
bei der gereinigten Nieren-Phosphatase hangt vom p, und von der 
Pufferlosung ab. K, ist unterhalb pH = 9,0 klein und steigt nach der 
alkalischen Seit'e stark an. Bei gleichem pa ist Ks in NH,/NH,Cl 
kleiner und in Veronal-Na- Soda/HCl grosser als in Veronal-Na/HCl. 

5. Die Variabilitat yon K, erklart die hier bestatigte Verschie- 
bung des p,-Optimums nach dem Neutralpunkt zu bei abnehmender 
Substratkonzentration. 

6. Die Rnalyse der p,-Aktivitatskurve, betrachtet als Rmpholyt- 
Dissoziationsrestkurve, ergiht fur die Saure- und Basen-Disso- 
ziationskonstante, welche den Verlauf bestimmen, niiherungsweise 
folgende Werte : 

Nieren-phosphatase gereinigt : pICa = 9,33-9,42, pICd = 8,99- 
9,07. Serumphospliatase pK, = 9,56-9,62, pKbr = 9,03-9,O8 (in Vero- 
nal-Na- Soda/HCl). Der von obiger Annahme abweichende, asym- 
metrische experimentelle Kurvenverlauf wird auf Grund der Varia- 
bilitat von K, zu deuten versucht. 

Herrn Prof. I .  Abelin, der diese Untersuchungen rnit Ratschlagen und Wohlwollen 
gefordert hat, sei an dieser Stelle hcrzlich gedankt. Herrn Prof. W .  Wilbrandt schulde 
ich Dank fur Rat  und Kritik, insbcsondere fur die bereitwillige Uberlassung der auf 
Seite 2278 wiedergegebenen Ableitung. 

Bern, Medizinisch-chemisches Institut der Universitat. 

294. Nachweis der Citrullinbildung in Mitochondriensuspensionen 
und Gewebsschnitten aus Leber durch Papierchromatographiel) 

von A. F; Miiller und F; Leuthardt. 
(23. IX. 49.) 

Im Verlaufe unserer Tintersuehungen uber die biologische 
Citr~llinsynthese~) versuchten wir, das Citrullin auch mittels der 
Papierchromatographie nachz~weisen~).  Wir hielten uns dabei vor 
allem an die Angaben von C. fi. Drnt4). Wir verwendeten eine mit 
Wasser gesattigte Phenollosung. Es zeigte sich aber, dass auch ziem- 
lich betriichtliche Citrullinmengen auf dem Chromatogramm nicht in 
Erscheinung treten. In  Versuchcn mit Mitochondriensusperisionen, in 

1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur For- 
derung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz ausgcf uhrt, der wir fur  ihre 
Unterstutzung den besten Dank aussprechen. 

2) F.  Leuthardt und A. F.  Muller, Expcr. 4, 478 (1928); F. Lsuthrcrdt, A. F.  &Fuller 
und H.  Nielsen, Helv. 32, 744 (1949). 

3) R. Consden, A .  H .  Gordon und A. J .  P. Martin, Biochem. J. 38, 224 (1944). 
4) C. E. Dent, Biochcm. J. 43, 169 (1948). 
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