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A, Eirdleitung

Bestimmte CHelatbildner stellen das Mittel der Wahl fir die
Behandlung von Vergiftungen mit radioaktiven und nicht radio-
aktiven Schwermetallen dar. In besonderem Mallt sind es syn-
thetische Polyaminopolycarbonsduren (z.B. Athylendiamintetra-
essigsdure (ADTA) oder Diidtylentriaminpentaessigsiure (DTPA),
die wegen ihrer hohen Affinitdt zu zahlreichen Metallionen
beim Menschen in zunehmendem MaBe Verwendung finden. Bei einer
uber langere Zeit fortgesetzten Applikation ist unter Umsténden
mit unerwunschten toxischen Nebenerscheinungen zu rechnen, die
sich im wesentlichen in einer Schadigung der Nieren, und zwar
in einer nephrotischen Degeneration der proximalen Tubuli mani-
festieren (Schrifttum bei Catsch 1964a). Die Frage nach der
Pathogenese der Nephrose ist nicht nur von theoretischem, son-
dern auch praktischem Interesse, da ihre Klarung Aussichten

auf eine Verbesserung der therapeutischen Anwendung und Effek-
tivitat der Chelatbildner ercffnet.

Da die Chelatbildner keine Spezifitdt (in der strengen Defini-
tion des Begriffs) flr bestimmte Metallionen besitzen, liegt

es nahe, ihre Toxicitat auf die Bindung essentieller Spurenme-
talle mit anschliefender Inaktivierung von Metalloenzymen bzw.
von metall-aktivierten Enzymen zurilickzufilhren (Catsch 1964b,
1966, Foreman et al. 1956, Seven 1960). Im Falle der Nieren-
schadigung wird man in erster Linie an die Inaktivierung von
Zink-Enzymen, wie z.B. der alkalischen Phosphatase oder der
Carboanhydratase denken, die in der Nierenrinde in relativ hoher
Konzentration vertreten sind. Der Grund flir diese Annaghme liegt
in der Tatsache, daB unter dem EinfluR von Ca-ADTA und -DTPA
eine deutlich erhdhte Ausscheidung von Zink, nicht aber oder in
nur geringem MaBe von anderen Spurenmetallen nachgewiesen wer-
den konnte (Havlifek 1967, hier auch weiteres Schrifttum).
Weiterhin weist Zn-DTPA eine geringere Toxicitat als Ca-DTPA
auf (Catsch 1963, 1964b). Nigrovic (1964) erbrachte den Nach-
wels einer primdren Inaktivierung der alkalischen Phosphatase
der Nierenrinde in vivo durch die Ca-Chelate der ADTA und DTPA,
wahrend die Verabfolgung der Zn-Chelate sich als ineffektiv er-
wies.
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Die in vitro-Inaktivierung zahlreicher metall-aktivierter En-
zyme sowie einiger Metallo-Enzyme durch Chelatbildner ist be-
kannt (Vallee 1959, Vallee et al. 1960). Analoge in vitro Ver-
suche mit der Carbemnhydratase dagegen zeigten punichst, daB

das Enzym gegeniiber verschiedenen Cheldtbildnern eine erhebliche
Widerstandsfihigkeit aufweist (Davis 1959, Keller und Peters
1959) ie Assoziationskonstante des Zn nit dem Protein bei pH 7
ist rund ~077? (ILindskog und Malmstrsm 1964).Erst kiirzlich ge-
lang es Lindskog und Malmstm®m(1960), durch Dialyse gegen 1,10-
Phenanthrolin bei pH 5 das Zink reversibel zu entfernen. Keller
und Gottwald (1960) konnten ebenfalls zeigen, daB bei niedrigem
pH Komplexbildner wie ADTA, Dithizon, 8-Hydroxychinolin und Cy-
stein die volle Reaktivierung der Carboanhydratase verhindern.
DaB aber grundsatzlich eine Reaktivierung des Enzyms mit Zink-
acetat nach Hemmung mit ADTA moglich ist, wiesen Ho und Sturte-
vant (1960) nach. Es wird jetzt als gesichert betrachtet, daB
die Entfernung des Zinks aus der Enzym-Molekel bei physiologischen
Bedingungen nicht mdglich ist, wohl aber in sauerem Milieu, z.B.
durch einige Chelatbildner (Lindskog und Malmstrdm 1962, Linds-
kog 1963). Bei der Deutung dieser Befunde wird implizit eine
Mobilisierung von Zink angenommen; grundsétzlich sind jedoch
auch andere Wirkungsmechanismen, z.B. Bildung ternidrer Komplexe,
denkbar.

Allerdings sind die bisherigen Untersuchungen nicht systematisch,
und die Wirksamkeit von Liganden, die sich sowohl durch ihre
Affinitdt zu Zink als auch durch ihre Konfiguration und die Art
der Ligandatome wesentlich voneinander unterscheiden, i<t noch
nicht untersucht worden. Es sind insbesondere dic DTP.), die

eine groBere Zink-Affinitdt als ADTA aufweist, sowie Polyamine
und S-haltige Verbindungen.,

Die vorliegende Untersuchung stellt sich die Aufgabe, den Ein-
fluB einer grdferen Zahl von Chelatbildnern auf die enzymatische
Aktivitdt der Carboanhydratase zu prifen. Im Hinblick auf die
eingangs erwdhnte Arbeitshypothese (die Nephrotoxicitit thera-
peutischer Chelatbildner betreffend) wurden die Untersuchungen
bei physiologischem pH durchgefiihrt.
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Die Wahl der Carboanhydratase (CA) als Untersuchungsobjekt ist
sowohl durch ihre biologische Bedeutung als auch durch ihre
biochemischen Eigenschaften bedingt. Die CA, die bei Saugetieren
hauptsachlich in Erythrocyten,der Nierenrinde und in der Darm-
mukosa in hohen Konzentrationen vertreten ist, spielt als Kata-
lysator der Reaktion

CO, + H,O

2 2
eine wichtige Rolle fiir den Austausch von Elektrolyten zwischen
verschiedenen physiologischen Flissigkeiten (d.h. fiir den Trans-
port von Protonen, Alkalimetall- und Bicarbonat-Ionen, die den
pH im Organismus bedingen) sowie fiir die Diffusion von Kohlen-
dioxid und die Bildung des Harns (Polya und Wirtz 1965). Ferner
eignet sich die CA besonders gut fur die Prifung der Frage, ob
und gegebenenfalls in welchem Umfang eine Wechselwirkung mit
Chelatbildnern stattfindet, da die Zahl der an das Enzym ge-
bundenen Metallionen bekannt ist, und zwar ein Zn pro Enzym-
molekiil (Lindskog und Malmstrdm 1962). Die Tatsache, daB der
Zink-Gehalt des Enzyms seine biologische Aktivitat spezifisch
bedingt (beil Abwesenheit von anderen bivalenten Ubergangsmetall-
ionen wie Cu2+, 002+, N12+, Mn2+, Fe2+),ist ein weiterer und ent-
scheidender Punkt (Lindskog und Malmstrém 1962, Lindskog und
Nyman 1964). An der Bestimmung dcr Natur der Bindungen, die fir
die Stabilitat des Protein-Zn-Komplexes verantwortlich sind,

sowie an der Aufklarung der Proteinstruktur wird zur Zeit noch
in mehreren Forschungsgruppen gearbeitet, ohne daf bis Jjetzt
aber eine endgililtige Klarung dieser Fragen erzielt werden konnte
(Edsall et al. 1965, Coleman 1965, Tilander et al. 1965, Laurent
et al. 1965, Lindskog 1966, Nyman et al. 1966, Dobry-Duclaux
1966).

Als Untersuchungsobjekt wdhlten wir die CA aus Rindererythrocy-
ten, da das aus Menschenerythrocyten isolierte Enzym im Handel
nicht erhaltlich ist. Es ist in diesem Zusammenhang darauf hin-
zuweisen, daBl in den Eigenschaften von Enzymen verschiedener
Herkunft sowie von Isoenzymen aus gleichem Isolierungsmaterial
erhebliche Unterschiede nachgewiesen wurden (Lieflédnder 1964,
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Laurent et al. 1963, Rickli et al. 1964, Nyman und Lindskog
1964, Reynaud et al. 1965); alle sind jedoch Zink-Enzyme, und
ihre maximale biologische Aktivitdt wird bei einem molaren Ver-

hiltnis [Zink]:[Enzym] = 1 erreicht.

Der erste Schritt der Untersuchung bestand darin, bei der von
uns gewahlten Bestimmung der CA-Aktivitdt den Einflufl verschie-
dener Parameter zu erfassen, die bei unserer speziellen Frage-

stellung von Bedeutung sein konnten.

Eine wesentliche Voraussetzung flir quantitative Untersuchungen
ist natiirlich, sie mit gereinigter und wohldefinierter CA
durchzufiithren. Tatsdchlich sind jedoch dle im Handel erhalt-
lichen CA-Chargen #dusserst variabel, und die Literaturangaben
iber ihre Eigenschaften dementsprechend verschieden (Tab. 1

und 2). Da die Darstellung der CA aus Rindererythrocyten in
reiner Form grundsatzlich mdglich ist (Lindskog 1960, Lief-
linder 1964), hielten wir es deshalb fiir notwendig, das kommer-
ziell erhaltliche Enzym auf seine Reinheit zu priifen und ge-
gebenenfalls zu reinigen. Nach Darstellung des Enzyms in reiner
Form diente die Bestimmung des Molekulargewichts und der Amino-
sdurezusammensetzung als Reinheits- und Identifizierungskri-
terium.

Der EinfluB der zu priifenden Chelatbildner auf die CA wurde
zundchst mit einer Schnelltest-Methode bestimmt; den zeitlichen
Verlauf der CA-Inaktivierung untersuchten wir fir ausgewsdhlte
Verbindungen, die sich bei den orientierenden Untersuchungen
als wirksam erwiesen oder uns aus einem anderen Grunde interes-
sant erschienen. Zur Klirung des Inaktivierungsmechanismus
boten sich Versuche mit 65Zn—markiertem Enzym an. Grundsitz-
lich ist auch an eine Markierung des Chelatbildners (z.B. mit
e oder 555) zu denken; es wird jedoch spiter begriindet, daB
in diesem Fall quantitative Aussagen duBerst schwierig werden,
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Bestimmung der Enzvymaktivitat

Die Haupteigenschaft der Carboanhydratase (CA) ist es, die
Hydratisierung des in Wasser geldsten Kohlendioxids zu kata-
lysieren:

CO. + HO —3— =~ HCO,” + HY
I —

2 2 3

Das Substrat kann Kohlendioxid (Richtung 1) oder Bicarbonat
(Richtung 2) sein. Dadurch bestimmt die CA den Austausch von
Elektrolyten zwischen den verschiedenen physiologischen Flussig-
keiten. Vor kurzem wurde auBerdem von Tashian et al. (1964)

eine Esterolase-Aktivitat nachgewiesen: die CA katalysiert die
Freisetzung von Nitrophenol aus verschiedenen p- oder o-Nitro-
phenylestern, wobei das p-Nitrophenylacetat das bestgeeignete
Substrat flir den Nachweis dieser CA-Aktivitadt zu sein scheint.

Wahl der Bestimmungsmethode

Fir die Bestimmung der Enzymaktivitdt kSnnen die Konzentra-
tionsanderungen entweder von 002 oder der Protonen gemessen
werden. Es ist somit zwischen zwel methodischen Prinzipien

zu unterscheiden:

1.) Die manometrischen Methoden (Roughton and Booth 1946), bei
denen entweder die Abnahme (Richtung 1 der Reaktion) oder
die Zunahme (Richtung 2) des CO,-Volumens (je nachdem ob
Kohlendioxid oder Bicarbonat als Substrat verwendet wird)
in einer Meflzelle bestimmt wird.

2.) Methoden, die auf Anderungen des pH basieren.

a) Bei der kolorimetrischen Methode von Philpot und Philpot
(1936), von Wilbur und Anderson (1948) modifiziert, wird
ein Farbindikator dem Ansatz zugesetzt; die bis zum
Farbumschlag bentotigte Zeit wird als MaR der Enzymakti-
vitat betrachtet. Der pH-Bereich bis zum Farbumschlag
umfasst mehrere pH-Einheiten, und die Reaktionsgeschwin-
digkeit wird dadurch vermindert.
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b) Die elektrometrische Methode von Davis (1958) misst
mit Hilfe entsprechender Elektroden die Anderung der
Protonen-Aktivitdt infolge der COZ—Hydratisierung° Eine
starke Siure dient als Eichsubstanz.

c) Die spektrophotometrische Methode von Nyman (1963) ba-
siert auf dem Absorptionsunterschied zwischen der sauren

und basischen Form des Veronal-Puffers.

d) Die sog. pH-Stat-Methode nach Leibman, Alfort und Boudet
(1961) verwendet einen automatischen Titrator, d.h. der
pH des Reaktionsgemisches wird durch Zusatz von Na(H kon-
stant gehalten und die verbrauchte NaOH-lenge als Maf3

der Enzymaktivitat genommen.

Da eine der wesentlichen Voraussetzungen fiir unsere Untersuchun-
gen die Konstanz des pH ist, sind Methoden mit kontinuierlichem
pH-Abfall von vorn herein ungeeignet, d.h. die kolorimetrischen,
elektrometrischen und spektrophotometrischen Verfahrecn. AuBer-
dem wird dadurch die Geschwindigkeitskonstante der enzymatischen
Reaktion kontinuierlich vermindert, so dall die gemessene Re-
aktionsgeschwindigkeit der urspringlich linearen, maximalen
Anfangsgeschwindigkeit nicht mehr entspricht. Was die mano-
metrische Methode betrifft, so ist sie fir Routineuntersuchun-
gen zu aufwendig und erfordert ausserdem verschiedene Korrektu-

ren.

Fir unsere Fragestellung eignet sich am besten die pH-Stat-
Methode, obwohl auch hier (wie Ubrigens bei allen anderen
Methoden) die Hemmung durch entstehende Produkte nicht zu
vermelden ist. Ein Nachteil dieser Methode ist, daB sie die
Bestimmung der Michaelis-Konstante - ein wichtiger Test fiir
die Reinheit des Enzyms - nicht gestattet (s. auch S.12). Um
eine ausreichende MeBgenauigkeit zu erreichen ist es notwendig,
die Bestimmung bei niedrigen Temperaturen, d.h. unter 10 °C
durchzufihren, da bei Zimmertemperatur die Geschwindigkeits~
konstante der nicht katalysierten Hydratisierungsreaktion zu
groB8 wird, die Glaselektrode (s. S. 7) jedoch zu langsam
reagiert. Diese Schwierigkeit kann mit Hilfe einer fiir Messungen




1I.

-7 -

bel tiefen Temperaturen geeigneten Glaselektrode weitgehend
Uberwunden werden. Eine Proteinadsorption an der Wand der
Glaselektrode und eine Wirkung des Puffers auf die Enzymakti-
vitdt spielen wegen der kurzen Kontaktzeit mit der Elektrode

und der niedrigen Pufferkonzentration keine Rolle. Die entschei-
denden Vorteile der Methode sind die Bestimmung der Enzymakti-
vitédt bel konstantem pH und die Ermittlung der maximalen An-
fangsgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion. Die Zeitab-
hangigkeit der Reaktion verlauft iiber eine verhiZltnismifBig

lange Zeit (ca. 15 bis 30 Sekunden) linear und kann deshalb
leicht bestimmt werden. SchlieRlich weist die pH-Stat-Methode
eine 10mal groBere Empfindlichkeit als die photometrischen
Methoden auf, so daR Enzymkonzentrationen bis zu 10™10
nachgewiesen werden kdnnen.

molar

Aufbau der MeBapparatur

Fur die Bestimmung der CA-Aktivitdt wurde die in Details wvon
uns modifizierte pH-Stat-MeBanordnung nach Leibman, Alfort und
Boudet (1961) verwendet, deren wesentliche Merkmale in Abb. 4
schematisch dargestellt sind. Die aus durchsichtigem Glas her-
gestellte MeRzelle (TitriergefdB) enthdlt den gepufferten Re-
aktionsansatz, durch den ein 002-N2-Gemisch durchgeleitet wird.
Eine Bezugselektrode (B), eine spezielle Tieftemperatur-Glas-
meBelektrode (M) und ein Thermometer (T) (in 0,1 °C graduiert;
Genauigkeit + 0,05 OC) tauchen in das Titriergefal ein. Zwischen
den beiden Elektroden befindet sich die Offnung der Leitung (1),
die NaOH zufuhrt. Die beiden Elektroden,; das Thermometer und
die NaOH-Leitung sind an einer Plexiglasstiitze montiert, die
nach oben zu bewegen ist, so daB Leeren und Spilen des Gef&Res
erleichtert werden. Die Stiutze ist so konstruiert, daB sie die
Zugabe der Enzymprobe mit einer Mikropipette von oben gestattet.
Das Gasgemisch tritt von unten durch eine feine Glasfritte ein
und perlt in das waBrige Medium. Die Gaswirbel in der Flissig-
keit sichern ihre gleichmi&issige Durchmischung. Das GefdR wird
von auBlen mit Methanol gekiihlt. Das eingeleitete Gas wird in
einem Schlangenkihler auf die gleiche Temperatur wie das Re-
aktionsmedium gebracht. Die Lange des geklhlten Rohres betrigt
1,5 m.
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Die Menge des gasformigen Substrats wird mit Hilfe eines Ganz-
glas-Strémungsmessers (Fa. Lauda) bestimmt. Die Temperatur

wird mittels eines Kiltcthermostats (Fa. Haake) reguliert. Die
Isolierung der aus PVC bestehenden Kihlmittelschl&@uche er-

folgt mittels Schaumgummi. Zwei Gasflaschen mit Druckminderer
und PFeineinstellung liefern das bendtigte Gas: eine den reinen
Stickstoff, die andere das Substratgemisch (4,6% CO,, 95,4% Ng)c
Sie werden mit Hilfe des Hahns H mit dem Stromungsmesser und

dadurch mit der Apparatur verbunden.

Die automatische Titration der im Laufe der Reaktion erzeugten
Protonen wird mit Hilfe eines Kombititrators (Fa. Metrohm)
durchgefithrt. Das Ger&dt besteht aus einem pH-Meter (Typ E 300)
mit einem empfindlichen Bereich zwischen pH 6 und 8,4, aus
einem Impulsomat I (Typ E 373) und einem Dosigraph D (Typ E
364). Der Dosigraph ist an einen Schreiber S angeschlossen,
der das Volumen des mit Hilfe der Mikroburette Mb zugegebenen
Titriermittels (0,5 n NaOH) als lineare Funktion der Zeit re-

gistriert.

Durchfubrung der Aktivitdtsbestimmung

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB die NaOH-Menge, die
bei der Reaktion

CO, + Hy0 == COBH_ +
H" + NaOH ————= H.0 + Nat

2

zur Wahrung der pH-Konstanz verbraucht wird, als Funktion der
Zelt registriert wird.

Fir die Durchfilhrung einer Bestimmung wird zunichst der reine

N, d?rch de? Puffer (ohne Enzym) im TitriergefdB so lange durch-
geleitet, bis die gewiinschte Temperatur von 6 °¢C erreicht ist.
D?nn wird N, durch d%e Substratmischung 002 + N2 ersetzt, und

die spontane, d.h. nicht katalysierte Hydratisierungsreaktion

des 002 %‘eglstriert° Nach Zusatz von CA verliuft diese Reaktion
(und damit der NaOH-Verbrauch pro Zeiteinheit) schneller (Abb. 2).
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Die Zeitkonstante des Titrigraphs wurde so gewahlt, daf elne
optimale Titration erreicht wird. Diese Einstellung bestimmt
einen maximalen NaOH-Zusatz pro Zeiteinhelt, unterhalb dessen
die Bestimmungsgenauigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit im
Bereich des Standardfehlers bleibt. Oberhalb dieses Wertes
entspricht das Titrigramm nicht mehr dem tats8chlichen Reaktions-
verlauf.

Die Bteigung der Kurve (1) in Abb. 2 gibt die Geschwindigkeit

VO der spontanen Hydratisierungsreaktion wieder, wahrend die

der nach Zugabe des Enzyms registrierten Kurve (2) der Geschwin-
digkeit der katalysierten Reaktion VK entspricht. Die Differenz
zwischen katalysierter und spontaner Reaktionsgeschwindigkeit
ist die maximale Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion VE:

Als Zeiteinheit wdhlten wir die Minute. Die Enzymaktivitat
drickten wir je nach Fragestellung als mval " oder in Inter-
nationalen Einheiten (I.E.) aus.

Bei der praktischen Auswertung wird die Gerade (1) verléngert
und x flir PQ = 30 mm in mm gemessen (Abb. 2). Da die Laufge-
schwindigkeit des Papiers 86 mm - min™] betrigt und 15 mm der
Abszisse 0,1 ml 0,5 n NaOH entsprechen, wird die Geschwindigkeit
der enzymatischen Reaktion in Routineversuchen fir 1 rg Enzym

86 « 1 - 1
50-750 - 2

Vo = X » = 0,96 - 1072 % [mval B -min™ "]

E

angegeben. Soll die spezifische Aktivitdt (SEA) des Enzyms in In-
ternationalen Einheiten (I.E.) pro mg Protein angegeben werden,
gilt die Auswertungsformel:

SEA = 9,6 - 10° + x [I.E. - mg™ "]
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IV. Physikochemische Parameter dgr Aktivitdtsbestimmung

Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich um Untersuchungen,
die mit kommerziell erh8ltlichem Enzym durchgefithrt wurden.

Puffer

Na-Veronal und Tris(hydroxymethyl)-aminomethan weisen bei
pH 7,4 eine gute Pufferwirkung auf. Die so gepufferten Lo-
sungen sind jedoch insofern ungeeignet als sie wédhrend der
Aktivitdtsbestimmung schdumen. Eine verdlinnte Lésung von
Dinatrium- und Mononatrium-Phosphat eignet sich am besten.

PH

Abb. 3 gibt die pH-Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindig-
keit wieder. Die Geschwindigkeit VO der spontanen Reaktion
nimmt mit wachsendem pH stetig zu, wihrend die maximale Ge-
schwindigkeit der enzymatischen Reaktion VE ein Maximum bei
pH 7,9 aufweist. Da unserc MeBapparatur fiir pH > 8 die Grenze
ihres feinen pH-Bereichs erreicht, werden die Messungen un-
genau; dies erkldrt auch die Streuung der MeBpunkte in die-
sem Bereich. Die Festlegung des pH ist nicht nur fir die
Chelatwirkung, sondern auch fiir die Bestimmung der enzy-
matischen Aktivitdt wichtig. Bei pPhysiologischem pH 7,4 er-
Telcht die Enzymaktivitédt 80% ihres bei pH 7,9 beobachteten
Maximums, und der Kombititrator weist eine befriedigende
Empfindlichkeit und MeBgenauigkeit (Maximum bei pH 7,0) auf.

Temperatur

Aus Abb. 4 ist zu ersehen, daB die Reaktionsgeschwindigkei-
ten Vo und VE mit steigender Temperatur zunehmen. Der Tem-
peraturkoeffizient qu betrdgt zwischen 0 und 10 °C fiir

Vo 2,6 und fir Vg 1,2 im Falle des ungereinigten Enzym-
préparats bzw. 1,1 bei dem hochgereinigten Enzym CA-II

(s. hierzu § C). Bei Temperaturen > 15 °c ist die nicht-
katalysierte Reaktion an der Gesamthydratisierung des Koh-
lendioxids wesentlich beteiligt, so daB die Geschwindig-
keit der enzymatischen Reaktion nicht mehr mit ausreichen-
der Genauigkeit bestimmt werden kann.

S
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Abb. 5 zeigt, daB der Temperatureffekt der Arrhenius-
Gleichung entspricht:

log VE
Fir die Aktivierungsenergie A ergibt sich 12,7 kcal, fur

die nichtkatalysierte Reaktion 3,8 und 1,7 kcal fir die
enzymatische Reaktion des ungereinigten bzw. hochgereinigten
Enzyms. Der einzige in der Literatur erwahnte Wert von 8,9
kcal bezieht sich auf die Reaktion: Enzym-Substrat-Komplex
Enzym im Temperaturbereich von O bis 12,5 oC; auller-

dem handelte es sich um ein ungereinigtes Prédparat (Kiese
19441),

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig die hohere Genauigkeit

der Bestimmung bei niedrigen Temperaturen. Praktisch die
gunstigste MeBtemperatur liegt bei 5 bis © °C., GroBere Tem-
peraturunterschiede als * 0,2 °C wdhrend der Durchfithrung
verschiedener Versuche wurden nicht beobachtet, so daB keine
Korrekturen notwendig waren.

Reaktionsvolumen

Ein Mindestvolumen von 20 ml ist notwendig, um das voll-
standige Eintauchen der MeRelektrode zu ermdglichen. Da

man die gesamte Menge der erzeugten Protonen mit der MeR-
methode erfalt, war bei Vergroferung des Puffervolumens

eine Zunahme von Vo zu erwarten, wahrend die enzymatische
Reaktion VE mit konstanter Geschwindigkeit verlaufen sollte.
Die in Abb. 6 wiedergegebenen Ergebnisse bestidtigen diese
Erwartung. Fiur die Durchfihrung der Aktivitdtsbestimmung
wurde das Reaktionsvolumen mit 25 ml festgelegt.

Geschwindigkeit der Substratzugabe

Wie aus der Abb. 7 zu erschen ist, wird eine SHttigung des

Enzyms durch das Substrat 002 erst bei einer Stromungsge-

schwindigkeit des Gasgemisches CO, + N, von > 10 1 - n1 er-
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reicht. Da wihrend der Messung kein Substratmangel auftri—

©

ten darf, wihlten wir eine Geschwindigkeit von 15 1 - h™ .
Bei diesem Stromungswert betrigt das CO2—Angebot 5,6 = 10

mol - min-q, wéhrend die vom Enzym wdhrend einer lessung

ungesetzte Menge maximal 2 - 10~* mol - min~! erreicht. Da
die COZ-Lﬁslichkeit in verdiinnter Pufferldsung bei © °c und
1 atm 6,14 - 10_2 mol - ]fq betrigt, reicht die Substratzu-
gabe vollkommen aus, um das verbrauchte 002 wdhrend der Re-

aktion zu ersetzen.

Aus Abb. 7 geht auch hervor, daB eine Proportionalitéat Vg =
x [8] ([S8] = Substrat-Konzentration) nur bei DurchfluBge-
schwindigkeiten 2 bis 5 1 - h™ besteht. Dies hat zur Folge,
daB die Variation der Substratkonzentration zu begrenzt ist,
um die Michaelis~Konstante bestimmen zu konnen.

Konzentration des Puffers und des Enzyms

Abb. 8 zeigt die Proportionalitéat zwischen VE und dem Enzym-
gehalt der Losung fur unterschiedliche Pufferkonzentrationen.
Die Feststellung dieser Proportionalitat ist fur die Aus-
wertung der Versuche von groBler Wichtigkeit. Abb. 9 fafllt

fir eine konstante Enzymmenge den EinfluB der Pufferkonzen-
tration auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion
zusammen. Die Hemmung der gemessenen Enzymaktivitidt, die

bei Erhohung der Pufferkonzentration auftritt, ist wahr-
scheinlich nicht auf die erhdhte Pufferkapazitat, sondern
auf die ErhShung der Ionenstédrke in der Ldsung zurickzufiih-
ren, da keine lineare Beziehung zwischen VE und Pufferkon-
zentration besteht.

Wie aus Abb. 10 hervorgeht, ist die nach der Debye-Huckel-

Theorie korrigierte Beziehung zwischen der Geschwindigkeits-

konstante einer enzymatischen Reaktion und der Ionenstirke u:
1/2

w
log k = log k A + K
g g kK, + 75
1+1,31 1

(wobei A = a = 2z, - zy die Neigung der Gerade ist) verifi-
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ziert, und zwar ist A = 4 Ladungseinheiten. Davis (1958)
fand einen Beitrag von 6 Einhciten; die von ihm untersuch-
ten Ionenstirken umfassten allerdings einen kleineren Be~
reich, und bei dem Enzym handelte es sich um ein Rohpréparat.

Aus Abb. 10 ist auch der EinfluB der Verunreinigung des Roh-
enzyms auf den Verlauf der Kurve zu ersehen. Die Abweichung
der Linearitdt, die im Falle des gereinigten Enzyms bei hohen
Ionenstarken auftritt, zeigt, daB der Effekt von p mit der
korrigierten Gleichung nicht mehr vollstandig erfasst wird.

Bei der Festlegung der optimalen Pufferkonzentration fir
unsere Aktivitatsbestimmungen mufBl neben dem Einflull der
Ionenstédrke auch die Pufferkapazitat bericksichtigt wer-

den, da bei zu niedrigen Konzentrationen die Losung schlecht
gepuffert und der pH zu grofen Schwankungen wghrend der
Titration unterworfen sein wiurden, was einerseits zu unge-
nauen Bestimmungen und andererseits zur Verwendung von zu
begrenzten Enzymmengen filihren wirde. Aufgrund des Ionenstarke-
Effekts kann die Konzentration jedoch auch nicht zu hoch ge-
wahlt werden, ohne an Bestimmungsempfindlichkeit zu ver-

lieren. Mit einer Pufferkonzentration von 8 - 10-5 mol - ;-q
wurde ein praktisch vernunftiger KompromiB geschlossen.
Zusammenfassung
Die Bestimmung der CA-Aktivitat in den weiteren Versuchen
.rfolgte somit unter folgenden Bedingungen:
Puffer: Natriumphosphat, 8:1072 mol - 1_1; 25 ml.
pH: 74

Temperatur: + © °c

Gasgemisch: 15 1 - ol
Die Enzymmenge wurde so gewaghlt, daB die Geschwindigkeit der
enzymatischen Reaktion unterhalb 14 - 10'2 mval HY - min‘q
bleibt. Unter diesen Bedingungen wird eine fur solche Be-
stimmungen recht gute MeBreproduzierbarkeit beobachtet. Der

Standardfehler betrug * 7%.
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Priifung der Effektivitat der Bestimmungsmethode

Es erschien uns zweckméssig, die Effektivitdt unserer Methode
Na,S

mit Hilfe eines bereits bekannten CA-Inhibitors wie z.B. >

zu priifen und die Ergebnisse mit Literaturdaten zu vergleichen.
Da bei pH 7,4 NayS jedoch hydrolysiert und der entstandene H,S
durch den durchstromenden N2 aus dem Bestimmungsansatz schnell
entfernt wird, wghlten wir 2—Acetylamino—4,5,4—thiadiazol-5—sul—
fonanid (Acetazolamid, DiamoxR) als Hemmstoff. Tabelle % ver-
gleicht unsere Ergebnisse mit denen anderer Autoren. Unsere
Daten stimmen mit denen von Woodford et al. (1961), die die
Versuche mit einem dhnlichen Enzymprédparat und die Aktivitats-
bestimmung kolorimetrisch durchfiihrten, recht gut Uberein. Wenn
man die Konzentration des aktiven Materials im Préparat berick-
sichtigt (s. § C),erhalten wir fiir das Verhaltnis E/I einen
Wert von 1,4; dic Ubereinstimmung mit Lindskog (1963)7°ist be-
friedigend, und wir konnen somit unsere Bestimmungsmethode der
Enzymaktivitdt fir die Durchfithrung der Untersuchungen als ge-
eignet betrachten.

Reinigung des Enzympraparats

Die Carboanhydratase erhielten wir in gefriergetrocknetem Zu-
stand von der Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland.
Es wurde aus Rindererythrocyten nach der Ammoniumsulfat-Methode
von Keilin und Mann (1940) isoliert. Da Verunreinigungen des
Praparats die Interpretation der Versuchsergebnisse erschweren
wlirden, war es angezeigt, den EinfluBl von Chelatbildnern an
einem hochgereinigten Enzym zu prifen, und es wurde deshalb
folgende Untersuchung des kommerziellen Préparats (Rohenzym
genannt) durchgefihrt.

7. Bestimmung des Reinheitsgrades

Wir pruften zuerst das Verhalten des Rohenzyms bei er Chroma-
tographie liber eine Didthylaminoithyl(DEAE)-Cellulose-Szule.
Es handelt sich hierbei um ein analytisches Verfahren. Die
Eluierung erfolgte mit optimaler Trennung bei pH 6,80 mit
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Hilfe eines stufenlos ansteigenden Konzentrationsgradienten
von Natriumphosphat-Puffer. Durch Fadrbung des Eluats mit
Ninhydrin wurde der Proteingehalt bestimmt und mittels eines
Technicon Autoanalyzers registriert. Abb. 11 gibt das so er-
haltene Chromatogramm wieder. Abb. 12 zeigt die Verteilung
der CA-Aktivitat nach Trennung iber DEAE-Cellulose und
Fraktionierung in je 3 ml Eluat. Als MaB fir die Protein-
konzentration diente die Extinktion bei 280 mu; bei dieser
Wellenlédnge weist die CA eine maximale Absorption auf (Abb. 13).
Bel den welteren Routinemessungen wurde die Extinktion
allerdings bei 253,7 my automatisch(IKB-Uvicord registriert.
Abb. 14 gibt die Extinktion der Maxima II und III (vgl.

Abb. 12) bei verschiedenen Wellenldngen wieder. Die Ver-
schiebung des "Uvicord"-Maximums hat rein technische Griinde
(Volumen der Kiivette und der Zuleitung zum Siphon).

Aus Abb. 12 ist zu ersehen, daBl die CA in den Proteinfraktionen
IT und IIT enthalten ist. Der Vergleich der Chromatogramme

von Abb. 11 und 12 zeigt, daB beil prédparativer Fraktionierung
die Substanz I von Substanz II schlecht getrennt wird. Diese
Diskrepanz ist darin begriindet, daB die aufzutrennende Pro-

teinmenge beim praparativen Verfahren mindestens 10mal groBer
als bei der analytischen Trennung ist. Die Rechromatographie
nach der Ninhydrin-Methode bestatigt dies. Mit Ausnahme von
Komponente I stimmen jedoch die nach den zwel Trennmethoden
erhaltenen Chromatogramme iberein. Das Rohenzym weist so-

mit starkere Verunreinigungen auf, und seine Reinigung war
deshalb notwendig.

Um die Trennung der Komponente I und II zu verbessern, wurde
das Rohenzym mit Hilfe der Molekularsieb-Methode (Dextran-
Gel Sephadex G-75) analysiert. Abb. 15. 1 zeigt die Extink-
tion nach Farbung des Eluats mit Ninhydrin und Abb. 16 die
Lokalisierung der Enzymaktivitdt. Bei der niedermolekularen
Fraktion C, die keine UV-Absorption sondern nur eine Nin-
hydrinféarbung aufweist, handelt es sich wahrscheinlich un

das Ammoniumsalz, das flr die Extraktion verwendet wurde.

Da diese Fraktionen enzymatisch inaktiv sind, wurden sie ver-
worfen.
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Abb. 16 erbringt den wichtigen Befund, daB die gesamte
Enzymaktivitdt im Maximum B konzentriert ist. Nach Ent-
salzung wurden die Fraktionen A und B gefriergetrocknet

und iiber DEAE-Cellulose rechromatographiert. Die danach
gewonnene Firbung des Fluats mit Ninhydrin zeigen die Chro-~
matogramme in Abb. 15. 2. Die hochmolekulare Komponente A
der Gel-Trennung setzt sich aus den Substanzen I und VI
zusammen, wihrend die Fraktion B nicht nur die enzymatisch
aktiven Komponenten II und III, sondern auch eine enzy-
matisch inaktive Fraktion IV von gleichem Molekulargewicht

enthidlt.

Die kleinen Peaks I und V bei der Rechromatographie der

aus Gel-Filtration erhaltenen Fraktion B bzw. A (Abb. 15.2)
kdnnen auf die ungeniigende Trennung von A und B bei der Gel-
Chromatographie zurilickgefilhrt werden.

Die Chromatographie des Rohenzyms Uber eine langere Gel
G-75-S8ule (130 cm statt 90 cm) zeigte, daB die Fraktion A

aus zwel bezuglich des Molekulargewichts verschiedenen Kom-
ponenten A, und A, besteht (4bb. 17). Die Substanzen A, und

A,I konnten mit der Komponente I bzw. VI der Cellulose-Trennung

identifiziert werden.

Aus diesen Ergebnissen und nach Beriicksichtigung der Korn-
groBe des Gels G-75, das ein gutes Trennvermdgen fiir Proteine
bis zu einem Molekulargewicht von ca. 50000 besitzt, kann

auf die Natur der verschiedenen Komponenten geschlossen wer-
den. Die enzymatisch aktiven Substanzen II und IIT sind zwei
Isoenzyme der CA, wdhrend V Ammoniumsulfat und VI Himoglobin
sein kénnten. Die Natur der Proteine I und IV bleibt unbe-
kannt.

Die Tab. 4 und 5 fassen die prozentuale Zusammensetzung der
verschiedenen Fraktionen und Priparate zusammen, wie sie

sich bel den obigen Trennmethoden ergibt. Der Anteil der
enzymatisch aktiven Fraktionen II und III im Rohmaterial
betrégt 45%, wihrend er bei der durch Gelfiltration gewonnenen
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B~Fraktion ca 86% erreicht, was eine wesentliche Verbesserung
des Reinheitsgrads und damit auch der spezifischen Enzym-
aktivitat bedeutet.

Reinigungsverfdhren

Aufgrund der vorstehend erwdhnten Ergebnisse wdhlten wir
folgende Reinigungsprozedur des kommerziell erhaltlichen

Enzympraparats.

Die Vorreinigung verliduft wie in dem Versuch von Abb. 16.

Der Peak B, der die CA enthalt, besteht aus drei Komponenten
und muBl weiter gereinigt werden. Dies erfolgt durch Chromato-
graphie uUber DEAE-Cellulose. Da die dem Peak B entsprechenden
Fraktionen ein zu groBles Volumen aufweisen, um direkt auf
DEAE-Cellulose aufgetragen zu werden, ist es notwendig, die
Proteinlosung zu konzentrieren, ohne Jjedoch die Puffer-
konzentration zu erhohen. Dies erreicht man durch Gefrier-
trocknung der Proteinlosung, setzt aber eine vorherige Ent-
salzung voraus. Diese erfolgt durch Austauschchromatographie
uber eine Sdule von einem speziellen Ionenverzdgerungsharz

AG 11 A 8 (Bio Rad Laboratories, Richmond, USA). Das Harz
bietet gegeniiber der Dialyse die Vorteile der groBeren
Schnelligkeit und der vollstandigen Ionenentfernung.

Zur Hauptreinigung der durch Gel-Filtration isolierten Frak-
tion B. wurde sie in wenigen ml verdinnten iffer wied-r ge-
18st (ecc. 5 ng - ml_q) urd au’getragen. Die Eluierung erfolgt
durch Verwendung eines Konzentrationsgradienten von Natrium-
phosphat-Puffer (vgl. Abb. 15. 2). Die Trennung der Isoenzyme
IT und IIT ist meistens vollstandig, und die Gefriertrocknung
der entsprechenden Fraktionen fiuhrt zu den voll gereinigten
Proteinen. Wahrend des Ausgangsmaterial dunkelbraun ist und
kristalline Form zeigt, ist das gereinigte Enzym ein weifBles
flockiges Material. Im Endeffekt erhdlt man aus 100 mg Aus-
gangsmaterial 20 bis 25 mg des hoch gereinigten Isoenzyms II
und nur 3 bis 5 mg Isoenzym III.
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IIT. Reinheitskriterien und Identifizierung des Enzyms

Die so gewonnenen CA-Isoenzyme II und III wurden in einem
welteren chromatographischen Trennverfahren iiber DEAE-Cellu-
lose mit Ninhydrin-Farbung des Eluats auf ihre Einheitlich-
keit gepriift. Nur solche Prdparate, die sich als homogen er-
wiesen, wurden fiir die weiteren Untersuchungen verwendet.
Abb. 18. 1 gibt fiir das Enzym II das so erhaltene Chromato-

gramm wieder.

In Gegensatz zu Isoenzym II war es nicht mdglich, das Iso-
enzym IIT einheitlich zu isolieren, was moglicherweise durch
die Entsalzungsmethode bedingt sein kdnnte. Es wurden e —
halb die Chromatogramme der Fraktionen IIT, die durch Rio
Rad~Harz oder Dialyse entsalzt wurden, miteinander verglichen.
Abb. 19 zeigt jedoch, daB auch bei Dialyse eine einheitliche

Fraktion nicht zu gewinnen war.

Da das Isoenzym III im kommerziell erh&ltlichen Prédparat in
nur kleinen Mengen enthalten ist, wurden die im Laufe der
Zeit gewonnenen Fraktionen fiir eine spatere endgliltige Reini-
gung gesammelt und mehrere Monate in trockenem Zustand beil

+ 3 9C aufbewahrt. Dabei zeigt sich ber immer, dalB die
Fraktion IIT sich zu ca. 80 - 85% aus dem Isoenzym II wund
zu 15 - 20% aus dem Isoenzym IIT Zusammensetzt. Das Verhilt-
nis der beiden Isoenzyme II : III bleibt wie im Rohenzym

ca. 5 : 1. Das Protein III ist also unbestdndig und seine
Anwesenheit immer mit der vonm Isoenzym II verbunden. Im
Gegensatz hierzu bleibt das Isoenzym IT in trockenem Zu-
stand und in keimfreier waBriger Losung mindestens 2 Tage

bei 37 °c¢ einheitlich. Es erschienen uns deshalb weitere
Versuche (d.h. Reinigungs- sowie Inaktivierungsversuche) mit
der enzymatisch aktiven Proteinfraktion III zwecklos zZu sein.

In diesem Zusammenhang ist auf einen methodisch wichtigen
Punkt, die Keimfreiheit der verwendeten LSsungen, hinzuwei-
sen. Abb. 20 zeigt, daB die Anwesenheit von Mikroorganismen
in der Enzymldsung zu einer Anderung des Chromatogramms fijh-
Ten kann. Der Peak "1" entspricht nicht dem iblichen Peak "I,

B e
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da er durch Sephadex-Chromatographie vom Isoenzym II nicht
abgetrennt werden kann. Keimfreie LOsungen erhielten wir
durch Zugabe einiger Tropfen von Chloroform. Die Aktivitat
der CA wurde dadurch nicht geandert.

Als weitere Reinhelitskontrolle verwendeten wir die Cellogel-
Schnellelektrophorese. Abb. 18. 2 vergleicht das DEAE-Chro-
matogramm mit dem Elektropherogramm des Enzyms II. Die
Elektrophorese weist ein besseres Trennungsvermogen auf.

Die in den welteren Versuchen verwendete Fraktion II kann
nach den vorstehend angefihrten Ergebnissen als befriedigend

rein angesehen werden, falls die Reinheit mindestens 95% be-
tragt.

Das Absorptionsspektrum (Abb. 13%) des so gewonnenen Enzyms

IT im UV-Bereich ist typisch flr Proteine, genau wie beim
Rohenzym liegt das Maximum bei 280 mp und das Minimum beil

250 mp. Die Extinktion einer 0,1%igen Enzymldsung (1 cm-Zelle;
pH 7,4) ist bei 280 mp 1,68 flir das Enzym II, wihrend sie nur
1,08 fur das Rohenzym betragt. Auflerdem weist das Rohmaterial
einen zusatzlichen Peak bei 410 mw auf, der auf Hi&moglobin zu-
rickzufihren ist. Das Verhdltnis E2RO/E26O ist 1,8. Nimmt man
ein Molekulargewicht von etwa 31000 an, so ergibt sich fiur das
gereinigte Pra@parat eine molare Extinktion von etwa €& = 52000

1 . mo1l™ . cm_qa Lindskog (1960) und Lieflidnder (1964) er-

hielten fur das aus Rindererythrocyten isolierte, hochgereinigte

Enzym B, folgende Werte: Esgg = 1,80; E280/E26O =1,6 = 1,7
und € = 56000,

Die Relevanz dieser Befunde ist mit Vorbehalt zu bewerten, da
alle Proteine ein Absorptionsmaximum bei 280 mp besitzen und

die molare Extinktion pH-abhingig ist.

Tabelle 6 gibt die enzymatische Aktivitdt der verschiedenen
Préaparate wieder und zeigt, daR eine gute Ubereinstimmung
zwischen dem Enzymgehalt und der spezifischen Enzymaktivitdt
besteht.
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Der Abb. 21 ist zu entnehmen, daB Vy = K[El fiir alle Prdparate

verifiziert ist.

Fiir die durch Vorreinigung getrennten Substanzen Ary Agq sowie
das Isoenzym II fihrten wir eine Molekulargewichtsbestimmung
nach Whitaker (196%) iiber Sephadex Gel G-200 durch; es er-
gaben sich folgende Werte (Tabelle 7). Durch Bestimmung der
Sedimentationskonstante gibt Lindskog (1960) fir das von

ihm untersuchte bHCA-B einen Wert von 371000 * 1000 an, wehrend
die Aminos3ureanalyse 30000 ergab. (Nyman und Lindskog 1064).

Da unsere Eichkurve mit ciner gewissen Unsicherheit behaftet ist,
(s.§ Qkdnnen die Werte fiir CA-II im exbremen Fall 30000 bzw.
35000, 42000 - 49000 (AII) und 77000 - 90000 (AI) betragen.

Tabelle 2 faBt die in der Literatur angegebene Aminosaure-
zusammensetzung der verschiedenen CA-Isoenzyme aus Menschen-
und Rindererythrocyten und unsere eigenen Ergebnisse zusammen.
Die von uns angegebenen Mittelwerte betreffen drei Protein-
hydrolysate, wobei filir jedes drei Analysen durchgefihrt wur-
den. Da unser Enzympraparat aus Rindererythrocyten stammt,
kann es unmittelbar nur mit der bCA-B verglichen werden. Die
Tatsache, daB die von uns ermittelten Asp-, Thr- und Ser-
Werte mit den von Nyman und Lindskog (1964) gefundenen Werten
nicht Ubereinstimmen,hiZngt aller Wahrscheinlichkeit nach da-
mit zusammen, dall die von uns gewdhlte Hydrolysedauer von

22 Std. zu kurz war, um zu einem kompletten Abbau des Proteins
zu fihren. Bezlglich der anderen Aminosduren ist die Uber-
einstimmung sehr befriedigend. Der Vollstandigkeit halber

ist zu der Tabelle die Zusammensetzung eines Prédparats der
Komponente III angefihrt. Aus dem Fehlen von Methionin

konnte auf eine Oxidation wahrend der Hydrolyse geschlossen
werden. Sonst weist die Analyse der CA-III wohl grdBere
Fehlerbereiche, aber keinen wesentlichen Unterschied zu dem
gereinigten Enzym II auf.

Der Vergleich der Zusammensetzung des Isoenzyms B mit der

des gereinigten Préparats II (unter Beriicksichtigung der
Hydrolysezeit) filihrt zu der SchluBfolgerung, daf es sich um
die gleichen Isoenzyme handelt. Die Bestimmung des Molekular-
gewichtes stitzt cbenfalls diese Annahme,
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Von Bedeutung flir die Art der Komplexverbindung Zn-Protein
in der CA ist die Abwesenheit von Cystein oder Cystin im
Rinderenzym. Obgleich die CA des Menschen ein Cystein ent-
halt, berechtigt die bei allen Isoenzymen identische Ver-
haltensweise des Zn zu der Annahme, daB auch bei der mensch-
lichen CA das Zn nicht am Schwefel gebunden ist, wie dies

bei vielen anderen Zn-haltigen Proteinen (z.B. der Carboxy-
peptidase) (Vallee et al. 1963, Wintersberger et al. 1965)
der Fall ist.

Die unterschiedliche Aminosdurezusammensetzung der verschie-
denen Isoenzyme aus Menschen- und Rindererythrocyten sollte
sich auch in unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften
manifestieren. Dies entspricht den tatsachlichen Verhalt-
nissen (s. Tabelle 1).

Obwohl die bCA-B von Lindskog (1960) mit unserem Isoenzym II
aus Rindererythrocyten identisch ist, behalten wir im welteren
die Bezeichnung bCA~II bei. Die aus Gel G-75-Chromatographie
gewonnene Fraktion B wird als bCA.G-75-Praparat bezeichnet

und enthdlt ca. 85% biologisch aktives Material, wdhrend das
kommerziell erhaltliche Enzym mit bCA-Roh oder Rohenzym be-
zeichnet wird.

D. EinfluB der Chelatbildner auf die Enzvm-iktivitdt

1. Auswahl der untersuchten Chelatbildner

Da die CA im Gegensatz zu anderen bekannten Zink-Enzymen eine
sehr hohe Affinitat zu Zn aufweist (Davis 1959, Lindskog und
Nyman 1964), war als erste Bedingung fiir die zu untersuchen-
den Chelatbildner eine hohe Stabilitatskonstante des Zn-
Chelats vorauszusetzen. Ein weiterer Gesichtspunkt war die
Wasserldslichkeit der Verbindungen bei pH 7,4. Unabhangig
von der Hohe der Stabilitdtskonstante erschien es uns win-
schenswert, auch den EinfluB der molekularen Konfiguration
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sowie der Art der Ligandatome zu prifen. Es wurden deshalb
auch einige Verbindungen untersucht, deren Affinitdt zu Zn

noch nicht bestimmt ist.
Im einzelnen handelt es sich um:

1, Lthylendiamin - N, N, N', N'-tetraessigsdure (ADTA)
HOOC—CH2 CH2—COOH

N - (CH2)2-N

HOOC-CH,, CH2—COOH
2. Didthylentriamin - N, N, N', N'', N''-pentaessigséure
(DTPA)
HOOC—CH2 CH2—COOH
‘\\N - (CH2)2—N—(CH2)2—N
HOOC-CH, CH, COOH CH,-COOH

3. 2,2'-Bisldi(carboxymethyl)aminoldidthylsulfid (BADS)

HOOC-CH,, CH,-COOH

N—(CH2)2-S—(CH2)2-N

HOOC—CH2 CHE—COOH

4, 1,2-Bisl2-di(carboxymethyl)aminodthylthioldthan (BATH)

HOOC—CH2 CH,-COOH

AN e

N~ (CH,) 5=5-(CH,) 5~8-(CHy) ,-N

HOOC—CH2 CHE—COOH
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5. N,N'-Bis (¢ ~Merkaptodthyl)dthylendiamin-N,N'-diessig-
saure (BMADA)

HOOC-CH CH,-COOH

2\\\ //, 2

N—(CH2)2—N

HS-(CH

2>2 (CH,) ,-SH

2)2

6. N-2-Merkaptodthyliminodiessigsdure (MAIDA)

__— CH,-COOH

HS—(CH2)2—N

CH,-COOH

2

7. L-Cystein (Cys)

COOH
-~ cH”
N

HS-CH2

NH,

8. Cysteamin (Cysi)
HS—(CH2)2 - NH2
9. D-Penicillamin, Hydrochlorid (PA)

CHy NH,
1

HS - C - CH
N

CH5 COOH

10. Methionin (Met)

H,C - S -(CH

3 H

2)p = C
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11. 5-Merkaptopyridoxin, Hydrochlorid (MP)

OF0H
‘ OH

HS-CH, &
2 (//%\I{/

N RN
\\N CH5

12. 6-Merkaptopurin (MPur)

SH
|
Né?; | N
| |
A
AN I
H
1%3. Athylendiamin (EN)
HgN—(CH2)2—NH2
14, Didthylentriamin (DIEN)
HN = L(CH,), - NH,l,

15. Tristhylentetramin (TRIEN)

[-CH2

~NH-(CH, ) ,~NH, 1,
16. 2,2',2"''-Tri-(aminotridthyl)amin (TREN)
(CHy) 5-NH,
p

N ——--(CH2)2—NH2

(CH,) ,-NH,
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17. N,N,N',N'-Tetra-(2-aminodthyl )dthylendiamin (PENTEN)

HZN—(CH (CH2)2 -~ NH

2)2

2
N - (CHZ)E - N
HEN—(CHz)2 (CH2)2 - NH2

18. 1,10-Phenanthrolin (PHEN)

\\___
19. Natriumacetat (Ac)

CH5 COONa
Verbindungen 1. - 6. wurden als Natriumsalze untersucht,

Verbindung 2. auch als Ca- oder Zn-~Chelat.

Tabelle 8 informiert, soweit bekannt, ilber die Konstanten

dieser Liganden.

Allgemeine Uberlegungen

Flir das Verstdndnis der Ergebnisse dilirfte es zweckmdfig sein,
ihrer Darstellung und Diskussion einige allgemeine Bemerkungen
uber die biologische Wirksamkeit von Chelatbildnern voran-

zustellen.

Unsere Untersuchungen gingen von der Uberlegung aus, daB die
Zn-Entfernung aus der CA-Molekel durch Chelatbildner zu einer
Abnahme der Enzymaktivitat fihrt. Da die Enzymektivitat dem
Zn-Gehalt proportional ist (ILindskog und Malmstrom 1962),
sollte das AusmaR der Inaktivierung eine einfache Funktion
der mobilisierten Zn-Menge sein.
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Komplex-chemisch definiert, ist die Effektivitdt (E) eines
Chelatbildners durch das Verhiltnis von chelierten zu freien
Metallionen bestimmt und hingt in erster Linie von der sog.
Bruttobildungskonstante Bi ab (Schwarzenbach 1965):

I (ML ]
Py =TIL -0t = Kypy o Koy 0 Bz ocecee Kiry (1)
w0

M ist ein Metallion, L der Komplexbildner, MLn ein n Ligand
1 Metall-Komplex und KiLM sind die individuellen Bildungs-
konstanten der i ILiganden : 1 Metall-Chelate. Da im speziel-

len Fall der hdherzihnigen Liganden in der Regel K,ILM >>

. . . i e s roter
K2LM > KBLM uuuuu ist, wird ihre Effektivitat in e

Ndherung der Konstante KﬂLM proportional:

[ Zn1]
E = ° = K - [1] (2)
7o ] 11LZn 4

Mit (L], ist die Gesamtkonzentration des Chelatbildners be-
zeichnet; die Beziehung gilt nur, wenn [Lt] > [M]t ist.

Unbericksichtigt blieb in (2) der EinfluB konkurrierender
Kationen, konkurrierender Liganden und Anionen (im vorlie-
genden Fall z.B. von Phosphat-, OH-Ionen und des Apoenzyms

der CA). Bei den Kationen sind in erster Linie die H -Ionen

zu berucksichtigen, da die Protonierung des Liganden die
Stabilitat der Chelate wesentlich erniedrigt. Durch Ver-

wendung eines Verteilungskoeffizienten Q(H) kann nach Schwarzen-
bach (1965) die Konstante K,]Zn entsprechend korrigiert wer-

den; man erhdlt so die scheinbare oder "effektive" Konstante
K',]LZn © Y0 berechnet sich aus den Basizitatskonstanten (K§>
der Chelatbildner fiir einen gegebenen pH. Abb. 22 zeigt die
Anderung von K' 17n 81s Funktion des pH. In Tab. 8 sind die
Basizitatskonstanten sowie die fiir pH 7,4 berechneten K'ﬂLZn-
Werte zusammengestellt. Der Einfluf der Na-Ionen des Puffers
kann ohne weiteres vernachléassigt werden, da die Stabilitit
der Na-Chelate sehr gering ist. Die Hydroxokomplexe des
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freien Zn durfen ebenfalls vernachldssigt werden, da die ver-
wendeten Komplexbildner bei pH 7,4 mit allen Metallionen hydro-
lysebestandige Komplexe bilden. Was die Konkurrenz des Phos-
phations betrifft, so weisen die Phosphatkomplexe des Zn eine
im Vergleich zu den Chelaten wesentlich geringere Bestandig-
keit auf.

Flir die Chelierung der echt geldsten Zn-Ionen durch Bildung
eines 1 : 1-Chelats ist somit bei pH 7,4 die Effektivitat
eines Liganden:

K (o]
E - 1LZn - t - K

¢:)

"pza * LDy (3)

In unserem Fall liegt Jjedoch Zn nicht als echt geldstes Zn-Ion
vor, sondern als Enzymkomplex, so daBl die CA als konkurrieren-
der Komplexbildner zu betrachten ist, dessen Bildungskonstante
bei pH 7,4 K',p,  wire (E = Enzym). Demnach wdre eine zuneh-
mende Effektivitdt des Chelatbildners mit zunchmendem Uber-
schuB [L]t/[E]t zu erwarten; gleichermaBen sollte E mit zu-
nehmender K',1LG ansteigen. E kann bei Bericksichtigung der
Konkurrenz des Enzyms formuliert werden:

X' [L]t

[E], ] (&)

1LZn

E =
K 1Ezn

[E]t ist die Gesamtkonzentration des Enzyms.
Wenn - in Analogie zu pH - pZn als
pZn = - log L[zn™t]
definiert ist, mussen die pZn-Werte beil Anwesenheit des Li-

ganden (pZn 1, ) wie sie sich aus (3) ergeben, mit dem des
9
Enzyms (pZn<E)) verglichen werden:
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Diese Differenz sagt aus, in welcher Richtung die Reaktion

|
BZn + I, ——= E + LZn
En——

2

verlduft, d.h. ob unter dem EinfluB von Chelatbildnern iber-

haupt eine Zn-Mobilisierung stattfinden kann: Ist pZn(L_E)

< 0, ist keine Zn-Mobilisierung durch den Chelatbildner mog-
lich. Wenn pZﬂ(L—E) > 0 ist, wird das Enzym inaktiviert und
¢as AusmaB der Inaktivierung durch die Gleichung (4) be-
stimmt (Abb. 23).

Die experimentell faBbare Effektivitdt von Chelatbildnern

wird im folgenden als der Quotient

Aktivitdat der CA in Anwesenheit von L _ a _ Q
a

Aktivitat der CA in Abwesenheit von L °

definiert. Dies ist insofern gerechtfertigt, als die CA-
Aktivitat dem Zn-Gehalt proportional ist. Da log Q = - log E
(Heller und Catsch 1959) ist, wird die experimentell faB-
bare Effektivitat:

K 1

11Zn - [L]t

1Ezn” DBy (5)

log g- = - log "
O 1

Danach ist eine zunehmende Enzyminaktivierung mit ansteigendem
LigandlbirschuB  zu erwarten, und die Inaktivierungskurve
(z]

log = =f(log EETE )
o
t

sollte eine Neigung 1 aufweisen. Eine Inaktivierung tritt nur
dann auf, wenn pZn<L) ~ pZn(E) ist. In diesem Bereich sollte
die Inaktivierungskurve noch nicht linear verlaufen, sondern
eine Schulter zeigen. Die Ligandkonzentration, bei der eine
Hemmung gerade nachweisbar wird, erhdlt man durch Extrapola-
tion der Inaktivierungsgerade flir log a/aO = 0.
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IITI. Methodik der Untersuchungen

Der EinfluBR der Chelatbildner auf die Aktivitét der CA wurde
in zwei verschiedenen Versuchsanordnungen untersucht: in der
ersten, gewissermassen orientierenden Anordnung ("sofortige
Hemmung") bestimmten wir, welche der untersuchten Verbindungen
eine ausreichend hohe Inaktivierung hervorruft, um dann in der
zweiten Anordnung die Effektivitat einiger ausgesuchter Chelat-
bildner detaillierter zu priufen.

1. Sofortige Hemmung

Unter diesem Begriff ist die Hemmung der CA zu verstehen,
die bei kurzzeitiger Wechselwirkung zwischen Enzym und
Ligand auftritt. Die Bestimmung der sog. Sofort-Hemmung
erfolgt, indem der Chelatbildner wdhrend der Aktivitats-
bestimmung in den Reaktionsansatz zugegeben wird. Da die
Methode wenig Aufwand erfordert, eignet sie sich besonders
fir die Durchfiihrung von sog. '"screening tests'". Sie weist
Jjedoch unter Umstdnden den Nachteil einer Wechselwirkung
Ligand~-Substrat, von MeBartefakten und einer evtl. unvoll-
standigen Enzym-Ligand-Reaktion auf. Tatsachlich lieB sich
eine Wechselwirkung zwischen Ligand und CO2 bei den Poly-
aminen (s. § IV 1.) nicht vermeiden. Wenn von MeBarte-
fakten gesprochen wurde, so dachten wir zundchst an eine
Hemmung der CA-Aktivitat infolge der erhohten Ionenstarke
im Titriergefafl, die somit nicht auf eine Metallmobili-
sierung zurickzufihren wadre, falls die bendtigte Chelat-
konzentration die des Puffers ilbersteigt. Schlieflich
braucht die Enzym-Ligand-Reaktion nicht momentan zu ver-
laufen, so daB die Messung der Sofort-Hemmung nur einen
Hinweis auf die GroBenordnung der Effektivitdt, nicht je-
doch auf das tatsidchliche InaktivierungsausmaB liefert.
Die mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse miissen des-
halb mit Vorbehalt betrachtet werden.
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Praktisch verliuft die Bestimmung der sofortigen Henmung
folgendermaBen: Nach Messung der Kontroll-Aktivitat er-
folgt eine zweite Messung, wobel der Chelatbildner (dessen
wiBrige Stammldsung bei pH 7,4 mit Natriumphosphat gepuffert
ist) direkt in das TitriergefdB zugesetzt wird. Dadurch

wird auch gegebenenfalls die Beeinflussung der nichtkata-
lysierten Reaktion beriicksichtigt. Die bei der zwelten
Messung bestimmte Enzymaktivitdt (a) wird in % der Kontroll-
Axtivitdt (a ) ausgedrilickt und ergibt die Akt1V1tat durch
"sofortige" Hemmung° Der Fehler fir den Quotlent — Dbetragt
im extremen Fall 10%, was dem Standardfehler der Aﬁtivitéts—
bestimmung entspricht und flr biologische Messungen annehm-

bar ist.

Zeitlicher Verlauf der Hemmung

In dieser Versuchsanordnung wurde die CA-Aktivitdt nach In-
kubation mit einem Chelatbildner zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt. Dieses Vorgehen hat den Vorteil, die Effektivitat
der Chelatbildner genauer und vollstandiger zu erfassen.
Weiterhin entfallen die oben erwdhnten Vorwirfe gegen die
erste Methode. Wegen der auBergewchnlichen Widerstands-
féhigkeit der CA gegeniiber Chelatbildnern kann die Inku-
bationsdauer bis zu 48 Stunden betragen, bevor es zu einer
starkeren Hemmung kommt. Die Bestdndigkeit des Enzyms im
Kontrollversuch unter den Jjeweiligen Bedingungen muB des-
halb gewahrleistet sein, um Aussagen liber den Liganden-Ein-

fluBR zu erlauben.

Wahrend die sofortige Hemmung bei 6 °C vestimmt wurde, fihr-
ten wir die Inkubierungsversuche bei physiologischen Tem-
peraturen (37 °C) oder Zimmertemperatur (~ 25 °C) durch.

Die Inkubierung bei 25 bzw. 37 °C zeigte keinen signifikanten
EinfluBl der Temperatur. Die gepufferte Enzym-Iigand-Losung
inkubierten wir unter Ng—Atmosphére in einem thermostati-
sierten InkubierungsgefdB (Abb. 24), um die Fixierung des
Luft-C0O, durch die CA und dadurch die Erniedrigung des pH
sowie eine eventuelle Oxidation des Liganden durch O2 zZu
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vermeiden. Das GefdB besteht aus einem GlasgefaB (G), das
die Reagentien (R) enthdlt und mit Hilfe eines Kunststoff-
Deckels (D) verschlossen wird; das GlasgefdB befindet sich
in einem zugeschraubten thermostatisierten Plexiglasbehalter
(A). Flir die Einregulierung der Temperatur auf 37 °C diente
Wasser. Der Deckel ist mit 4 Offnungen fiir Normal-Schliffe
(§ 14,5 mm) versehen und trigt ein Kontrollthermometer (T),
eine kombinierte MeBglaselektrode (E) und die Stickstoffzu-
leitung (L). Die vierte Offnung bleibt offen, um einerseits
den NE—Druck bei 1 atm zu halten und andererseits die Ent-
nahme der Probe zu ermdglichen.

Fir die Bestimmung der Enzymaktivitat wurden Aliquote aus

dem Inkublerungsgefal entnommen, mit Puffer zur gewlnschten
Konzentration verdiinnt, so daBl der Enzym-Gehalt des Aliquots
in den Effektivitatsbereich der MeBapparatur fallt, und in

das Titriergefall zugefigt. Durch die Verdiunnung konnte eine
eventuelle Reaktivierung des Enzyms durch Spuren von Zn2+,
Cog+, Cug+ u.a. stattfinden; dies wurde durch Zusatz von
1.107"m Na,-EDTA in Puffer verhindert. Bei dieser ADTA-Kon-
zentration tritt keine CA-Inaktivierung auf. Die so ge-
messene Aktivitdt wird auf die Ausgangsaktivitiat (Inkubierungs-
zelt t = o) bezogen, welche der Kontroll-Aktivitat entsprechen

sollte, und in Prozent ausgedrickt.

IV. Ergebnisse

/lb

Sofortige Hemmung

Bei der Inaktivierung von CA-Priparaten G 75 und Iscenzym II
nit verschiedenen Chelatbildnern unter den in § III. 1 be-
schriebenen Bedingungen und filir konstante Enzym-Konzentration
(1,3 + 1077 mol . 17 ') ergaben sich Inaktivierungskurven,

die im doppelt-logarithmischen MaBstab eine lineare Abhangig-
keit der verbleibenden Enzymaktivitiat % vom Verhaltnis
(Ligand]/lEnzym] zeigen (4bb. 25 - 27).° Die Neigung der
Geraden berechneten wir mit Hilfe der Regressionsanalyse.




- 32 -

Der Fehler der Regressionskoeffizienten betrégt ca. 7 - 10 %.
Aus den Abbildungen geht hervor, daB eine Inaktivierung nur
bei hoherem Ligandiiberschul (L/E > 10°) auftritt, was auf die
hohe Stabilitdt des Zn-Protein-Chelats hinweist (vgl. hierzu
die Uberlegungen in § II). Die Neigung der Kurve (k) hangt,
wie aus Tab. 9, Abb. 25, 26 und 27 zu entnehmen ist, von der
Art der Chelatbildner ab; mit Ausnahme von MP, fir das die
Neigung 0,9 betridgt, sind die Regressionskoeffizienten << 1.
In Tab. 9 ist weiterhin die Ligand-Konzentration angefuhrt,
fiir welche die Inaktivierung 0% (IO) bzw. 50% (150) betriagt,
wie sie durch Extrapolation bzw. Interpolation des linearen
Abschnitts der in Abb. 25, 26 und 27 wiedergegebenen Kurven
erhalten wurde.

Die Bestimmung der Effektivitat von PHEN war deshalb nicht
moglich, da eine Wechselwirkung dieses Amins mit der Elek-
trodenmembran stattfindet und die Bestimmung des pH unmoglich
m.cht.

Da Na-Acetat trotz niedriger K'ﬂLZn eine Wirkung ausibt, die
mit der von ADTA, DTPA und des Phosphat-Puffers vergleichbar
ist (Abb. 25 und 26), kdnnte die Enzyminaktivierung nicht
auf die Chelierung des Zn, sondern auf eine unspezifische
Hemmung, z.B. durch ErhShung der Ionenstiérke (vgl. § B.IV.6),
zurickgefihrt werden. Weiterhin ist bekannt, daB Chlorid-
Ionen die CA zu hemmen vermdgen (Kernohan 1965), so daB die
Inaktivierung im Falle des (als Hydrochlorid vorliegenden)
MP ihre Ursache in den Cl-Ionen finden kdnnte. Wie Kurve A
in Abb. 28 zeigt, hemmen hdhere Cl-Konzentrationen tatsich-
lich die CA. Da Pyridoxin-Hydrochlorid die CA zwar hemmt
(Kurve B in Abb. 28), jedoch in wesentlich geringerem MaBe
als MP-Hydrochlorid (vgl. Abb. 26), darf angenommen werden,
daB die Inaktivierung auf die Merkaptogruppe des MP zuriick-
zufihren ist. Die Neigung der fiir MP erhaltenen Inaktivierungs-
kurve betragt nach Korrekbur noch 0,8.
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Die Interpretation der mit den Polyaminen erhaltenen In-
aktivierungskurven wird insofern erschwert, als die Amino=
gruppen dieser Liganden mit dem Enzym-Substrat unter Bil-
dung von Carbamaten reagieren, was zur Freisetzung zusatz-
licher Protonen fiihrt (Jensen und Christensen 1955). Die
Titration dieser Protonen erfolgt wdhrend der Bestimmung

der unkatalysierten Cog—Hydratisierungsreaktion, und die
dabel erzeugten Na*-Tonen erhthen die Ionenstédrke des Mediums
vor dem Start der Enzymreaktion, was eine unerwiinschte Ver-
minderung von VE und eine Verstarkung der Hemmung zur Folge
hat (s. § B.IV.6). Um diesen Effekt zu beriicksichtigen,

wurde ein Korrekturfaktor eingefihrt (s. Abb. 29), mit dessen
Hilfe die Inaktivierung durch Erhchung der Ionenstarke aus-
geschlossen werden sollte. Der Korrekturfaktor wurde bestimmt,
indem wir die unkatalysierte Reaktion Vo co lange ablauren
lieBen, bis die zur Titration bendtigte 0,5 n N.OH Volumina
erreichte, wie sie denen in den Versuchen mit Polyaminen
entsprechen. Die Einfihrung dieser Korrektur setzt eine Addi-
tivitdt der Inaktivierung durch Erhdhung der Ionenstarke und
durch die eigentliche Wirkung der Polyamine voraus; ob dies
tatsachlich der Fall ist, kann noch nicht entschieden werden.

Die Anwendung der Korrektur vermindert zwar die Streuung der
Mefpunkte, vereinfacht jedoch nicht die Interpretation der
Kurven (vgl. auch Tab. 9), da z.B. beim TRIEN eine konstante
Hemmung trotz zunehmenden  ILiganduberschusses auftritt. Dies
lieBl Zweifel an der Richtigkeit der Korrektur aufkommen, und
wir beabsichtigten deshalb, den Einflufl der Polyamine auf

die Esterase-Aktivitat der CA zu bestimmen, da in diesem Fall
nicht CO,, sondern p-Nitrophenylacetat (pNPA) als Substrat
dient. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte nach der spektro-
photometrischen Methode von Tashian et al. (1964), wobei
durch Hydrolyse von pNPA p-Nitrophenol freigesetzt und bei
400 mp gemessen wird. Blindversuche zeigten aber, daB sowohl
Aminogruppen als auch sulfhydryl-haltige Liganden die Este-
rolyse des pNPA katalysieren (Obara und Ogasawara 1959),

so daB im Laufe weniger Sekunden kein Substrat mehr vorhan-
den ist.
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Wie in 8§ D. II begriindet wurde, sollte aufgrund der Hypo-
these, daB der Inaktivierung der CA durch Chelatbildner
primdr die Mobilisierung von Zn ursidchlich zugrunde liegt,
1) fiir dle Inaktivierungskurven eine Neigung k = 1 und

2) eine positive Korrelation zwischen der effektiven Kon-
stante K',ILZn und dem AusmaB der Enzymhemmung erwartet wer-
den. DaB die Inaktivierungskurven wesentlich flacher ver-
laufen, wurde bereits erwidhnt. Auch Punkt 2) konnte nicht
bestdtigt werden. Abb. 30 zeigt, daB die IO—Werte der meisten
Liganden in die gleiche GroBenordnung fallen, obwohl die
K','LZn sich um 12 GroBenordnungen voneinander unterscheiden.
Aus Abb. %1 ist zu entnehmen, dall auch die ISO—Werte un-
systematisch streuen und daf ILiganden mit sehr hohen K'4LZn—
Werten wie ADTA, DTPA, BATA die geringste Wirksamkeit auf-
weisen. Da offenbar kein wesentlicher Unterschied zwischen
der Hemmung der CA-Préparate G 75 und II besteht (Abb. 25
und 26, Tab. 9), wurden in den Abbildungen %0 und 31 die
entsprechenden Mittelwerte der Io— und I5O—Werte angefihrt.

Die Ergebnisse mit den Polyaminen sind ibrigens nicht nur
wegen des fraglichen Korrekturfaktors mit Vorbehalt zu be-
trachten, sondern auch aus folgenden Grinden: Jensen und
Christensen (1955) stellten fest, daB EN leicht Mono- und
Dicarbamate bilden kann:

+ -
NE;-(CH,), - NH - €00 (1)

“00C-NH-(CH - NH - C00~ (2)

2)2
Fur unsere experimentellen Bedingungen (pH 7,4) und nach Be-
ricksichtigung der verschiedenen Gleichgewichte, Gleichge-
wichts- und Geschwindigkeitskonstanten der zur Carbamatbil-
dung fiuhrenden Reaktionen kann angenommen werden, daB EN
praktisch nur als Monocarbamat (1) vorliegt. Bei dieser Re—
aktion sollten 1,4 Protonen-Aquivalente pro EN-Molekel frei-
gesetzt werden. TabtsBchlich entspricht die vor dem Start der
enzymatischen Resktion verbrauchte NaOH-Menge diescr Annahme ,
da die Verbrauchskurve als Funktion der EN-Konzentration
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eine Steigung ~ 1,3 aufweist (Abb. 32, Kurve 1). Das Mono-
carbamat des EN besitzt nun zwei Ligandatome, ein Stick-
stoffatom und eihe Carboxyl-Gruppe in @-Stellung, wahrend

die Ligandatome des EN selbst zwei Stickstoffatome in B-Stel-
lung sind. Es handelt sich also um zwel unterschiedliche
Liganden mit (wahrscheinlich) unterschiedlichen K'ﬂLZn'wer—
ten. Die gleichen Uberlegungen gelten auch fir die {ibrigen
Polyamine.

Eine wesentliche Voraussetzung flir die Analyse der Inakti-
vierung ist somit die genaue Kenntnis der Zusammensetzung des
MeBmilieus. Wenn fir den verh&ltnismdBig einfachen Fall des
EN die CA-Hemmung auf die Wirkung der Monocarbamat-Verbindung
zurickgefihrt werden konnte, ist es jedoch &duBerst schwierig,
den Anteil der moglichen Reaktionsprodukte im T_str..diun

fir die anderen Polyamine mit einer grofBeren Zahl von Amino-
gruppen exakt zu erfassen. Obwohl die Kurve des NaOH-Ver-
brauchs im Falle des TRIEN eine Steigung 1,1 aufweist (Abb.32),
ist es im Hinblick auf die hier besonders komplizierten Ver-
hdltnisse wenig sinnvoll, Uberlegungen bezliglich der im
einzelnen ablaufenden Reaktionen anzustellen.

TREN stand uns nur als Hydrochlorid (TREN - % HC1l) zur Ver-
figung, so daB die Molzahl der Ligandatome nur 1 anstatt 4

im eigentlichen TREN betragt. Die Carbamatbildung erreicht

deshalb auch, wie aus Abb. 27 (Rurve 4) zu ersehen ist, ein
nur geringes Ausmass.

Aufgrund der Carbamatbildung einerseits und der Hydrolyse

des Substrats durch die Polyamine wahrend der Bestimmung der
Hydratase-~ bzw. Esterase~Aktivitat andererseits sind somit
quantitative Auslegungen nicht moglich, indem die Korrelation
zwischen Effektivitdt und Struktur dieser ( eine interessante
strukturelle Homologie aufweisenden) Liganden nicht unter-
sucht werden konnte.
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2. Hemmung nach Inkubation

Die Tatsache, daB die Inaktivierungskurven eine Neigung wesent-
lich < 41 zeigen, konnte unter Umstadnden auf die Unvollstandig-
keit der Reaktion zwischen Enzym und Ligand zurilickgefihrt wer-
den, da nur die sofortige Wechselwirkung erfaflt wurde. Es wur-
de deshalb der zeitliche Verlauf der Inektivierung der CA durch
einige ausgewdhlte Chelatbildner, die uns nach den Ergebnissen
von § IV. 1 besonders interessant erschienen, untersucht. Es
handelt sich um: ADTA, DTPA, MAIDA, Cys, Cysi, BADS, BATA, Met
und PHEN.

¢) Bestandiglcit der CA

Es war zunfchst erforderlich zu priifen, ob die CA-Aktivitat
wahrend der Inkubierung abnimmt. Wir inkubierten die ver-
schiedenen CA-Pranarate (Rohenzym, CA-G 75 und CA-TII) in

8 - 10 %m0l - 17 Natriumphosphat-Puffer bei 37 °C und

pH 7,4. Der Tab. 10 ist zu entnehmen, dal eine Enzymkonzen-
tration von mindestens 10 .g . m1~ ] (3,2 - 10_7 mol - 1_1)
notig ist, um eine ausreichende Bestandigkeit der CA wihrend
einer Inkubierung von 24 Stunden zu gewahrleisten. Allerdings
ist auch diese Konzentration im Falle des Rohenzyms noch zu
klein, wenn nicht nur orientierende Kurzversuche sondern

24-stundige Inkubationsversuche vorgenommen werden.

Die Aktivitat des Rohenzyms und der CA-G 75 nimmt wahrend
der ersten Stunden der Inkubierung bis um 25% zu. Dieser
Effekt konnte auf den EinfluBl der Inkubierungstemperatur
zuriickgefilhrt werden, da bei 20 °C die Aktivierung nur ca.
15% fur CA-G 75 erreicht.

DaB eine 10 pg - ml” | CA-Lésung (G 75 oder II) eine ausrei-
chende Best&ndigkeit aufweist, ist filir die Durchfithrung von
Routineversuchen insofern glinstig, als die Aktivitdtsbe-

stimmung keine Verdinnung der inkubierten Ldsung erfordert.
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Die Bestimmung der sog. Soforthemmung hatte gezeigt, daB

die Inaktivierung einen hohen Ligandiuberschuss zur Voraus-
setzung hat. Bei Inkubierung des Enzyms mit ADTA oder DTPA
konnte somit unter Umsténden eine Inaktivierung auftreten,
die auf den EinfluBl der Ionenstdrke zuriickzufihren wire.
Diese Hypothese koOnnen wir jedoch verwerfen, wie ein ent-
sprechender Kontrollversuch mit 0,5 n Na-Acetat zeigt (Tab. 11):
Die Besténdigkeit der CA wird durch Na-Acetat nicht beein-
flusst. Im Falle des hochgereinigten Enzyms tritt wahrend
der ersten 10 Minuten eine kurzdauernde Aktivierung auf,
deren Ausmass der Acetat-Konzentration proportional ist.

Irn Gegensatz zu der Inkubierung bei Abwesenheit von Na-Acetat
(Tab. 10) tritt die Aktivierung sofort und nur bei den ge-
reinigten Enzym-Praparaten ein.

Da mit PHEN die Inkubierung auch bei pH 5 durchgefiihrt wurde,
priften wir die CA-Besténdigkeit bei diesem pH in 2,107°
molol—q Na-Acetat-Puffer. Die Enzymkonzentration war 5,2~1O_7
mol - l'—/1 und die Inaktivierungstemperatur 3%/ °C. Eine sig-
nifikante Anderung der Enzymaktivit&at konnte nicht nachge-
wiesen werden, wenn die Inkubierungsdauer < 5 Stunden betrug.

Wenn bei den nachstehenden Versuchsergebnissen nicht anders
angegeben, wurde die Inkubierung bei 37 °¢ und pH 7,4 in

8 . 1072 mol - 17" Phosphat-Puffer fir [E] = 3,2 - 10~/ mol-1~"
durchgefihrt, wahrend diec Aktivitatsbestimmung bel 6 °c
erfolgte. Jeder Versuch wurde mindestens einmal wiederholt.

ADTA und DTPA

Wir untersuchten den EinfluR von Na2—ADTA, NaB—DTPA und in
einigen Fdllen auch den der Chelate NaBECa—DTPA] und NaBEZn-
DTPA] bei verschiedenen Konzentrationen. Da der zeitliche
Verlauf der Iraktivierung sich graphisch schlecht darstellen
14Bt, sind die Ergebnisse tabellarisch zusammengestellt

(Tab. 12 - 15). Tabelle 12 gibt das zeitliche Verhalten der
Aktivitat von CA-ITI bei verschiedenen Ligand-Konzentrationen
wieder. Versuche mit dem ungereinigten Enzym zeigten einen
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der CA-II-Inaktivierung ghnlichen Verlauf, insbesondere die
deutliche Aktivierung zu Beginn der Inkubierung mit Naz—ADTA°
Im Falle von NaB-DTPA ist die Aktivierung geringer als mit
Na2—ADTA° Dies konnte entweder bedeuten, daB nur ein bestimmbter
Anteil der Aktivierung erfaBt wird (falls die unmittelbare In-
aktivierung schneller als mit Nag—ADTA erfolgt) oder daB die

Inaktivierung tatsdchlich geringer als bei NaQ—ADTA ist.

Aus den Tabellen 12 und 4% ist zu entnehmen, daB die Inakti-
vierung durch ADTA oder DTPA von der Reinheit des Enzym-Pra-
parates, jedoch nicht von der Inkubierungstemperatur abhangt.
AuBerdem konnten wir feststellen, daB eine Erhdhung des Kon-
zentrationsproduktes [L]-[(E] um einen Faktor 25 den Ablauf

der Inaktivierung nicht beeinflusst.

Zur Priifung der Frage, ob die Art des Puffers einen Einfluf
auf die Wirksamkeit der Chelatbildner ausiibt, filhrten wir Ver-
suche in Na-Veronal-Puffer (1°4O-2mol°l—q) durch. Tabellen

14 und 45 zeigen, daB dies nicht der Fall ist.

Wird CA mit NaBEZn—DTPAJ inkubiert (Tab. 44), tritt wie auch
bei den Na-Chelaten wahrend der ersten Minuten eine Aktivierung
ein; die Aktivitat bleibt jedoch bei weiterer Inkubierung mit
110% - 120% der Kontroll-Aktivitit bei eimem 10° - bzw. 10° -
fachen UberschuB3 erhdht. Tabelle 45 faBt das Ausmall der Wir-
kung von ADTA-und DTPA-Chelaten auf die CA-Aktivitit zu-

sammen.

MAIDA und andere S-haltige Verbindungen

Ein MAIDA-UberschuB von > 3 - 10°  ist notwendig, um die CA-
zu inaktivieren (Tab. 16, 17). Im Hinblick auf den grofen
UberschuB kann die Inaktivierung als Reaktion erster Ordnung
betrachtet werden:

108-2— :-—-—-l{—— e
0 2,3
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k ist die Geschwindigkeitskonstante und t die Inkubierungs-
zelt. Abb. 33 zeigt, daB die Inaktivierung wéhrend der
ersten 5 Stunden der Inkubierung tatsachlich exponentiell
verlduft. Die nach Abb. 33 bestimmbten Halbwertszeiten tq/g
der Inaktivierung betragen

MATIDA-UberschuB t’1/2 (h)
1,5 - 107 6,4
6,0 - 10" 3.0
1,5 . 107 2,0
3.0 - 107 1,5

Die Abweichung der Kurven von der Linearitat in spateren
Zeitpunkten konnte teilweise auf eine Oxidation der Sulf-
hydryl-Gruppen durch den in den wissrigen Reagentien-Losun-
gen geldsten O, (ca. 10™% mol - 1™ zurlickgefihrt werden.
AuBerdem konnte eine Undichtigkeit des Inkubierungsgefalles
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

DaR das Alter der MAIDA-Losung, d.h. ihr Oxidationsgrad,

eine wesentliche Rolle flr das Ausmafl der Inaktivierung spielt,
zeigen die in Tab. 16 angefthrten Ergebnisse: Die Losung war
eine Woche alt und war im Kiuhlschrank aufbewahrt worden; trotz
eines Uberschusses von 3 - 404 welst sie eine eindeutig ge-
ringere Effektivitat (t1/2 = 9 h) als frisch hergestellte Lo-
sungen auf, deren Reaktionshalbwertszeit etwa 4 h betragt.

Das Oxidationsprodukt der MAIDA, das 2,2'-Dithiobis[ &thylimino-
di(acetat)], ist zwar auch ein Chelatbildner, dlirfte jedoch
wegen fehlender SH-Gruppen weniger wirksam als MAIDA sein

(vgl. z.B. die Wirksamkeit von BATA in Abb. 34).

Eine andere Erklarung fur den nichtlinearen Kurvenverlauf
ware, dafll sich ein Reaktionsgleichgewicht bei noch langerer
Inkubation einstellt. Nach unseren Messungen scheint diese
Annahme wenig wahrscheinlich zu sein, da die nach 24 h In-
kubierung und bei hoheren MAIDA-Konzentrationen gemessene
Enzymaktivitat extrem niedrig ist. Eine direkte Priifung war
praktisch nicht moglich, da bei einer Inkubierungsdauer



- 40 -

von > 24 h das Enzym thermisch oder durch Mikroorgunismen

inaktivicert wird.

Die Ergebnisse der Tabellen 76 und 17 zeigen, daB die Natur
des Puffers kein bestimmender Faktor der CA-Inaktivierung
durch MAIDA ist: Die Halbwertszeit der Inkubierung im Phos-
phatpuffer fiir einen Uberschus [(MAIDAl/[CA-II] = 1,5 - 10
betrdgt 6,0 h bzw. 6,4 h im Na-Veronalpuffer.

Abb. 34 vergleicht die Wirksamkeit verschiedener HS-haltiger
Liganden mit solchen ohne Merkaptid-S. Es handelt sich um
Met, BADS, BATA, Cys, CysA und MAIDA; der Uberschuf zum Enzym
betrug 5 ° 1O5° Die thio-8therischen Substanzen sind wesent-
lich unwirksamer als die Merkaptane, obwohl ihre effektive
Konstante XK', 1, (soweit bekannt und Met ausgenommen) groéBer
ist. Die nach Abb. 34 bestimmten Halbwertszeiten der Inakti-
vierung weisen (fiir die ersten Stunden der Inkubierung) fol-

gende Werte auf:

Met kein EinfluB
BADS 18 Stunden
BATA 5 "

Cys 4 "
CysA 1 u
MATIDA 1,5 "

Met zeigte keinen Effekt auf die CA-Aktivitat: Im Falle von
BADS und BATA scheint sich ein Gleichgewicht bei 80% bzw.
50% der Ausgangsaktivitdt einzustellen; ob es sich dabei um
ein echtes Gleichgewicht handelt, ist allerdings fraglich
und konnte erst durch (aus methodischen Griinden nicht mdg-
licky) Untersuchungen bei noch lingeren Inkubierungszeiten
entschieden werden. Die sulfhydryl-haltigen Verbindungen
scheinen eine vollstandige Inaktivierung der CA zu verur-
sachen. Da z. B. BATA einen mit ADTA oder DTPA vergleich-
baren Inaktivierungsverlauf zeigte, untersuchten wir den
EinfluB dieses Liganden auf die CA-ixtivitat bei verschie-
denen Konzentrationen (Tab. 18). Im untersuchten Konzen-
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trationsbereich zeigte BATA eine nur unwesentliche Erhdhung
der Hemmung von 38 auf 51 % der Auspgangsaktivitdt, venn der
UberschuB um einen Faktor 10 vergroBert wird. Diese Hemmung
ist aber wesentlich hdher als im Falle der DTPA (ca. 15%) 3
die Halbwertszeiten zu Beginn der Inkubierung sind:

UberschuB t’1/2 (h)
3.0 - 10" ca. 32
6,0 - 10" 6
1,5 < 107 an
3,0 - 107 5

PHEN

Tab. 19 gibt die Werte der CA-Aktivitat wieder, wie sie sich
durch Inkubierung mit PHEN bei pH 7,4 und 37 °C sowie ver-
schiedenen Konzentrationen ergeben. Wegen der geringen Wasser-
15slichkeit des PHEN konnte ein UberschuB von 3 - 10" nicht
uberschritten werden. Die Abnahme der Aktivitat 1aB8t sich
halblogarithmisch als Gerade darstellen (Abb. 35). Die In-
aktivierung verlauft also nach einem Prozess erster Ordnung
und die somit bestimmten Halbwertszeiten der Inaktivierunng

sind:
Uberschul t’1/2 (h)
3,0 « 107 43
6,0 - 107 43
1,5 - 10" o5
3.0 - 10" 9

Im Gegensatz zu den anderen Liganden ist nach 28 Stunden In-
kubierungszeit noch keine Abweichung vom linearen Verlauf zu
beobachten.
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Die Inaktivierung der CA durch PHEN verlauft bei pH 7,4
langsamer als im Falle der SH-haltigen Substanzen. Dieser
Befund steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Davis
(1959), Maren (in Davis 1959 zitiert), Keller und Peters
(1959), die keine Hemmung der CA durch PHEN (’IO—5 molal_q)
nachweisecn konntcn. Die Autoren verwendeten cller-—

dings ein ungereinigtes Enzymprdparat, und die Inkubierungs-
dauer war < 41 h. Lindskog (1960) fand keine Inaktivierung

der b CA bei Dialyse gegen PHEN in neutralem pH; wahr-
scheinlich war der UberschuB (I/E = 3,6) zu gering. Wird

der UberschuB um eine GroBenordnung erhoht, konnte nach

24 Stunden eine 10%ige Inaktivierung des Human-Enzyms B
beobachtet werden (Lindskog und Nyman 1964). Vallee et al.
(1956) zeigten, daB die Insktivierung einiger Metallodehydro-
genasen durch PHEN nur dann auftritt, wenn die Inkubierung
iiber mehrere Stunden und bei einem hohen Uberschufl durch-
gefiihrt wird. Wenn die Dialyse der bCA-B gegen PHEN bei

pH 5,0 durchgefihrt wird, wiesen Lindskog und Malmstrom
(1960) einen wesentlichen Aktivitdtsverlust nach. Aufgrund
dieser Beobachtung inkubierten wir die CA-IT mit PHEN bei

pH 5,0 in 1 - 10°°
Enzymaktivitat erfolgte wir friher bei pH 7,4; Temperatur

n Na-Acetat-Puffer. Die Bestimmung der

und Enzymkonzentration waren die gleichen, wie friher an-
gegeben.

Die mit verschiedenem IH&N-UberschuB durchgefiihrten Ver-
suche zeigten eine rasche Inaktivierung der CA, die wie-
derum nach einem Prozess erster Ordnung verliuft (Abb. 36).
Die Halbwertszeiten betrugen einige Minuten:

UberschulB t1/2 (min)
3.0 - 107 21,0
6,0 - 100 15,0
1,5 - 407 6,1
4

3,0 - 10 3,5
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Bei pH 5,0 erfolgt die Inaktivierung ca. 160 mal schneller
als bei pH 7,4, wobei der Verlauf der Inaktivierungskurven
auch hier auf eine Aktivierung der CA zu Beginn der Inku-
bierung schlieBen lief. Beim hochsten PHEN-Uberschuf von

5 e ’IOLlr erreicht die Inaktivierung bei pH 5,0 99% in weniger
als 30 Minuten. Wird die Enzymkonzentration (im Hinblick auf
die spater zu beschreibende Herstellung radioaktiv-markier-
ter CA~II (s. § E))auf 3,2 - 1072 oder sogar 1 - 1074 mol - 1
erhoht, erhdlt man mit einem PHEN-UberschuR von 105 bis

3 . 105 das gleiche InaktivierungsausmaB in ca. 45 bis 60 Min.

-1

Diskussion

Die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der CA-Inaktivierung
durch verschiedene Chelatbildner in unterschiedlichen Kon-
zentrationen zeigte eindeutig, dafl die Inaktivierung ein zeit-
abhangiges Ereignis ist, das nach einem ProzeBl erster Ordnung
verlauft. Die "Sofortmethode” (s. § IV. 1) konnte demnach

nur relativ grobe Hinweise auf die Effektivitdt der Chelat-
bildner geben, die sich jedoch nach den Ergebnissen der In-
kubierungsversuche im wesentlichen als richtig erwiesen haben.
Im Falle der Inkubierung kann die Geschwindigkeit der Chelat-
einwirkung auf die CA-Aktivitat als MaB fir ihre Effektivitat
genommen werden. Es handelt sich hierbei um die sog. "Brutto-
geschwindigkeit" der Inaktivierungsreaktion, wie sie sich

auf dem Diagramm log a/ao = f (t) durch den linearen Ab-
schnitt der Inaktivierungskurve direkt bestimmen 18Bt. Diese
Geschwindigkeit hangt vom Ligandiberschufl ab und wird als

sog. "Bruttohalbwertszeit" (tq/2> der Inaktivierungsreaktion
ausgedrickt: ‘

ln 2
k

t1/2 -

Je kleiner tq/g ist, umso hoher ist die Effektivitat des

fir die Inaktivierung verantwortlichen Liganden. Fir Jeden
Liganden 128t sich die Abh#ngigkeit der tq/g—Werte vom Li-
gandiuberschull als Gerade in doppelt-logarithmischem MaBstab
wiedergeben (Abb. 37). Der Abb. 37 ist 2zu entnehmen, daB die
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Effektivitit der betreffenden Liganden bei pH 7,4 in der
Reihenfolge BATA < PHEN < MAIDA zunimmt. Fiir die S-haltigen
Verbindungen fanden wir folgende Effektivitdten (s. § 2. c):
BADS < BATA < Cys < MAIDA ~ CysA.

Was die Bestimmung der Effektivitdt von ADTA, DTPA, BADS

und BATA betrifft, wurde die nach 24 h Inkubierung noch
vorhandene Enzymaktivitit als Kriterium der Wirksamkeit be-
trachtet; hier erhebt sich allerdings die Frage, ob diese
Aktivitdat in % der Aktivitat bei der Inkubierungszeit

t = o oder in % des wihrend der Inkubierung gemessenen
Aktivititsmaximums ausgedrickt werden soll. Im zweiten Fall
wiirde sich eine hdhere Effektivitit ergeben (s. z.B. Tab. 15),
jedoch wiirde sich an den Effektivitdtsverhdltnissen nichts
dndern. Da auBerdem die Ursache der Enzymaktivierung zu Be-
ginn der Inkubierung nicht bekannt ist und die Aktivierung
unterschiedlich hoch ist, haben wir die verbleibende Akti-
vitat als prozentualen Anteil der Kontroll-Aktivitat ange-
geben. Die so gewonnene Effektivitdt der ADTA, DTPA, BADS

und BATA ist als Funktion der Ligandkonzentration in Abb.38
dargestellt. Die Effektivitat der verschiedenen Iiganden
nimmt mit der Reihenfolge ADTA ~ DTPA ~ BADS < BATA zu.Somit er-
ganzt sich die Zusammenstellung unserer Ergebnisse, so daR
die Chelatbildner in unseren Untersuchungen folgende Effek-

tivitat aufweisen:
Met << ADTA ~ DTPA ~ BADS < BATA < PHEN < Cys < CysA ~ MAIDA

Damit finden auch die bei der Soforthemmung gefundenen Ver-
h&ltnisse, d.h. die fehlende Korrelation zwischen Effekti-
vitat und der Konstante K%LG, eine volle Bestatigung.

Die bei unseren Versuchen hdufig beobachtete Enzymakti-
vierung zu Beginn der Inkubierung kann nicht auf die Chelie-
rung hemmender Metallionen zuriickgefiihrt werden, da die
Aktivierung nur bel hdheren Ligandkonzentrationen auftritt,
wahrend die Konzentration von Spurenmetallen in den L&sun-
gen héchstens 107® Atome . 177 betrdgt. Dal Chelatbildner
die bCA aktivieren konnen, fanden auch Ho und Sturtevant
(1960) mit ADTA. Nach Dialyse des Enzyms (5 » 1072 mol - 1)
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gegen PHEN (1 - 1072 mol - 177) bei pH 5,0 wurde es durch
Zusatz von 2 - 1072 mol - 177 Zn-Acetat reaktiviert. Wenn
die Reaktivierung in Anwesenheit von ADTA erfolgt, wurde
die CA-Aktivitdt um einen Faktor von 6 erhsht. Die Autoren
nehmen an, daR die Aktivierung auf "feineren Anderungen"
im Enzym unter EinfluB von ADTA beruht. In unserem Falle
erreicht die Aktivierung nur 30 bis 45% der Ausgangsakti-
vitat und kann deshalb wahrscheinlich nicht mit den Be-~
funden von Ho und Sturtevant verglichen werden.

Un weitere Informationen iUber den Mechanismus der CA-In-
aktivierung durch Chelatbildner zu gewinnen, wurden Ver-

suche mit 65Zn—markiertem Enzym vorgenommen.

E. Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus der Chelatbildner

Die fehlende Korrelation zwischen Effektivitat und der Kon-
stante K{LZn legt den Gedanken nahe, daBl die Inaktivierung der
CA nicht durch die Mobilisierung des Cofaktors bedingt ist,
sondern durch Anlagerung des Chelatbildners an das Metall

in situ, 4. h. durch Bildung eines ternaren Komplexes, er-
folgen konnte. Untersuchungen mit radioaktiv markiertem En-
zym bzw, Liganden sollten die Klarung dieser Frage ermog-
lichen.

Im Abschnitt D erwa@hnten wir die Notwendigkeit eines hohen Li-
ganduberschusses von 105 bis 104 (in Bezug auf die Enzymkon-
zentration), um bei pH 7,4 eine stidrkere Inaktivierung der CA
(> 50%) bei einer 24 ~-stindigen Inkubierung zu erhalten. Im
Hinblick auf den hohen UberschuB erscheint eine Markierung

des Enzyms (und nicht des Liganden) als zweckmiBig, da beim
Liganden nur minimale Anderungen der Konzentration und damit
auch der Radioaktivitat zu erwarten sind, die praktisch nicht
erfaBt werden konnten. AuBlerdem beobachtetenwir, daB die CA
wahrend der Abtrennung des Ligandiiberschusses reaktiviert wird
(s. § E. I), was darauf hinweist, daB der vermutete ternidre
Komplex unbestandig ist und als solcher nicht isoliert wer-
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den kann. Auch dies schlieBt die Ligand-Markierung aus, da die
Auftrennung der reagierenden Species zur Messung ihrer Radio-

aktivitat notwendig ist.

Fir die speziellen Un%ersuchungen mit 65Zn—markierter CA wahlten
wir MAIDA und PHEN, da sie bei pH 7,4 und Inkubation die CA
stark inaktivieren (s. § D. IV. 2) und unterschiedliche Eigen-
schaften <K4LZn’ Ligandatome und Struktur) besitzen. Bevor wir
auf das Prinzip der Methodik eingehen, soll zundchst die Re-
aktivierung der CA durch znt? besprochen werden, da diese den
Ausgangspunkt fiir die Herstellung des 652n—markierten Enzyms
darstellt.

I. Reaktivierung des Enzvms

Lindskog und Malmstrom (1960) zeigten erstmalig, daB die
durch PHEN bei pH 5,0 inaktivierte CA durch Zusatz von Zn-
Jonen vollstdndig reaktiviert werden kann. Von diesem Be-
fund ausgehend beabsichtigen wir, die durch MAIDA bzw. PHEN
bei pH 7,4 inaktivierte CA durch Zusatz von Zn-Ionen zu re-
aktivieren. Es wurde ein zweifacher UberschuB von Zn-Acetat
(in Bezug auf die Ligandkonzentration) zugesetzt. Bei diesem
Zn-UberschuB trat jedoch keine Reaktivierung des durch MAIDA
inaktivierten Enzyms auf, wdhrend in der Kontrolle die Akti-
vitat schnell gehemmt wurde: Nach einer 24-stiindigen Inku-
bierung der CA (3,2 - 1077 mol - 171) mit MAIDA (5 - 40~2
mol - 1—4) betrug die Enzymaktivitdt 96% und 21% der Aus-
gangsaktivitat in der Kontrolle bzw. bei dem mit MAIDA in-
kubierten Enzym. Eine Stunde nach Zn-Zusatz wies die Akti-
vitdt nur noch 5% in der Kontrolle auf, wihrend im MAIDA-
Versuch die Aktivitat mit 20% praktisch unveridndert blieb.
Wird jedoch der Zn-Uberschuf auf 1,5 - 1072 mol - 17 er-
héht, tritt eine Hemmung der nach MAIDA-Inkubation noch aktiven
Enzymfraktion auf ca. 2% ein. Analoge Ergebnisse erhielten
wir auch fir die Inaktivierung der CA durch PHEN; in diesem
Falle allerdings konnte eine auf den znt T -Zusatz zurickzu-
fihrende Enzyminaktivierung schon beim zweifachen Zn-Uber-
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schul3 auch bei pH 5 beobachtet werden.

Fiir die Inaktivierung ist nicht das Acetat (da die CA-II
in 0,5 n Na-Acetat bestdndig ist (Tab. 11)), sondern wahr-
scheinlich die Zn-Ionen verantwortlich. Tatsachlich ist
bekannt, daB Zn'' in Konzentrationen von 1072 bis 1077
molar die CA inaktiviert (Davis 1961). Im Hinblick auf die
Herstellung radioaktiv-markierter CA schien es uns wichtig,
die Einwirkung von Zn-Ionen auf die Aktivitat nativer CA
zu prufen.

Abb. 39 zeigt, daB ein UberschuBl von Zn-Ionen zur Inakti-
vierung der CA fluhrt (1)° Nach Abzug der im Gleichgewicht
verbleibenden Enzymaktivitat zeigt die Reaktion eine Kine-
tik erster Ordnung mit einer Halbwertszeit von ca. 2 Minuten;
aus diesem Wert berechnet sich die Geschwindigkeitskonstante
zu 0,35 min~ . Die im Gleichgewicht vorliegende CA-Aktivitat
ist in Abb. 40 als Funktion des Zn-Uberschusses aufgetragen.
Bis zu einem 10°-fachen UberschuB (Lznl = 3,2 - 1074 mol .
1-1) weist die Inaktivierungskurve eine Neigung 0,07 auf;
danach betragt sie 0,87. Der Umschlagspunkt entspricht genau
der Konzentration, bei der die Ldslichkeit von Zn (OH)2
Uberschritten wird. Die Hemmung kann vermutlich auf eine
unspezifische Bindung des Zn an das Protein und/oder eine
Préazipitation zurlickgefihrt werden (Davis 1961).

Das Fehlen der an sich durch Zn-Ionen zu erwartenden Re-
aktivierung der CA ist aller Wahrscheinlichkeit nach metho-
disch begrindet: Wegen des grolen Konzentrationsunterschie-
des zwischen Ligand und Enzym wird die Losung ausreichend
freie Zn-Ionen enthalten, um die Reaktivierung der CA durch
den sekundaren hemmenden Effekt zu maskieren. Vorausgesetzdt
wird, daB die Zn-Menge ausreichend ist, um das PHEN zu
sdttigen; ist dies nicht der Fall, so wird das Enzym weder
inaktiviert noch reaktiviert.

(1)Wegen der Unloslichkeit des Zn-Phosphats fiuhrten wir die
Versuche in Barbital-Puffer durch.
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Da einerseits die Untersuchung der Einwirkung von Zn-Ionen
auf die CA-Aktivitdt den Rahmen unseres Themas iberschrei-
ten wiirde und andererseits die Reaktivierung des Enzyms
durch Entfernung des Ligand- und/oder Zn-Uberschusses mit
Hilfe der Molekularsiebfiltration iiber Sephadex Dextrar-
Gel mdglich ist (s. hier unten), wurden die Versuche iiber
den EinfluB von Zn'% auf die CA-Aktivitdt nicht fortge-
fihrt.

Durch Sephadex Gel-Filtration kann die CA nach Einwirkung
der Chelatbildner von diesen abgetrennt werden. Da das
Fraktionierungsprinzip der Gel-Filtration auf den GroBen-
unterschieden der Molekeln der zu trennenden Species be-
ruht, wird das Enzym vor den Liganden und anderen Salzionen
eluiert(/l> (s. Abb. 41). Das so erhaltene Enzym weist eine
fast vollstdndige biologische Aktivitdt auf (s. Tab. 20).
Der Tab. 20 ist zu entnehmen, daB die inaktivierte CA -
unabhingig davon, ob die Inaktivierung durch MAIDA oder
PHEN bei pH 7,4 bzw. 5,0 erfolgt und ob Zn im UberschuB
zum Liganden vor der Gel-Fraktionierung zugesetzt wird -
durch Entfernung des Hemmstoffes reaktiviert wird.

Die hierbei stattfindende Reaktivierung der CA ist aller
Wahrscheinlichkeit nach methodisch begrundet: Wenn der
Hemmung die Bildung eines bei der Inkubierung bestandigen
ternaren Komplexes:Enzym-Zn-Ligand zugrunde liegt, sollte
dieser Komplex wahrend der Fraktionierung infolge der Be-
seitigung des Ligandiiberschusses zerfallen und das aktive
Enzym wieder freigesetzt werden (Schema, 1). Ist jedoch

die Enzyminaktivierung auf eine echte Mobilisierung des Zn
zuriuckzufihren, so kann die Reaktivierung wdhrend der Chro-
matographie durch die Zn-Spuren im Sdulenmaterial und im
Eluierungsmittel erfolgen, da die Enzymmenge nur £ 5 - 10—7
Mol betragt (Schema, 2).

(1)Als Eluierungsmittel diente Na-Phosphat-Puffer (4 - 1072
mol - 1°V) pH 7,4,
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Schema
(E-Zn) + Uberschul von L
(42///// N (@)
e S
L + (E-Zn-L) E+ (Zn-1L) + L
terndrer Komplex Metallmobilisierung
|
Molekularfiltration iber Sephadex Gel G-25
‘ |
L e > (Zn-1)+L
|
++ ,
ZneX -
v \‘J
(E-Zn) (E—Znex)

In diesem Reaktionsschema wird mit (E-Zn) das urspring-
liche, aktive Enzym, mit L der Ligand bezeichnet; (E-Zn-L)
ist der terndre Komplex, (Zn-L) der Zn-Komplex des ligan-
den, E das inaktive, da Zn-freie Enzym und ZneX Spuren von
Zn in den verwendeten Reagentien. Nach Fraktionierung durch
Gel-Chromatographie erhalt man also im Falle

(1) das Ausgangsenzym (E-Zn)

(2) ein aktives Enzym, dessen Cofaktor (Zn)
wahrend der Behandlung durch ZneX ersetzt

wurde.

DaB ein Zn**-UberschuB bei pH 7,4 die native CA stark
hemmt, erwdhnten wir im vorherigen Paragraph (s. auch
Abb. 39). Durch Anwendung der Filtrationschromatographie
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iiber Sephadex G-25 gelingt es, das Enzym vom Zn-UberschuB
abzutrennen, wobei éine deutliche, wenn auch nicht voll-

stindige Reaktivierung auftritt (s. Tab. 20).

Die durch Chelatbildner oder Zn-Ionen inaktivierte CA

kann also nach Entfernung des Ligandliberschusses und/oder
der hemmenden Ionen durch Verwendung der Sephadex-Gel-Chro-
matographie praktisch vollstindig resktiviert werden.

Prinzip der Untersuchungen

Bei pH 5 erfolgt die Inaktivierung durch PHEN durch Mobi-
lisierung des Cofaktors, und Zusatz von Zn oder anderer bi-
valenter Metallionen reaktiviert das Enzym (Lindskog und
Malmstrdm 1960; Lindskog und Nyman 1964; Coleman 1966).

Die Klarung des Hemmungsmechanismus der CA durch die Chelat-
bildner bei pH 7,4 ist die Aufgabe der vorliegenden Un-

tersuchungcn.

In der CA ist Zn im Gegensatz zu vielen anderen Zn-Enzymen
sehr fest an das Protein gebunden (Hoch et al. 1238), und
bei neutralem pH findet ein isotopischer Austausch mit
©5gn** in der ILosung nicht statt (Tupper et al. 1952).
Dieser Punkt ist fur die Interpretation unserer Ergebnisse
naturgemal ausschlaggebend und wurde deshalb nachgeprift

(s. Ergebnisse).

Aufgrund der Reaktivierbarkeit der CA (s. § I) wahlten wir
zur Klarung des Hemmungsmechanismus von MAIDA und PHEN
folgende Untersuchungsmethoden:

1. ©%Zn-markierte CA wird durch MAIDA bzw. PHEN bei 24~
stindiger Inkubierung inaktiviert und danach von den
Chelatbildnern uUber Sephadex G-25 getrennt. Der Nach-
weis von Radioaktivitat nach dieser Behandlung in der
Ligandfraktion wirde bedeuten, daB das Zn aus der Enzym-
molekel mobilisiert wurde. Dié prozentuale Radioakti-
vitdt der Proteinfraktion entsprache dem Anteil der En-
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zymaktivitat nach Einwirkung des Chelatbildners. Wirde
dagegen das nach Gel-Filtration gewonnene aktive Enzym
die urspriingliche Radioaktivitdt zu 100% enthalten, l&ge
der Hemmung der Enzymaktivitat die reversible Bildung
eines ternaren Komplexes Enzym-Zn-Ligand als einzige Ur-

sache zugrunde. Methode TI.

2. Die andere Versuchsvariante besteht darin, dafl das nicht
radioaktiv markierte Enzym durch den Chelatbildner in-
aktiviert wird. Vor der Abtrennung des Liganden wird
ein UberschuB von 65Zn—markiertem Zn-Acetat zugegeben.
Falls die Inaktivierung durch Zn-Mobilisierung erfolgt,
wirde die durch Gel-Filtration abgetrennte CA Radioakti-
vitat aufweisen, und zwar entsprechend der prozentualen
Hemmung. Eine Enzymmaerkierung fande nicht statt, wenn
ein terndrer Komplex Ursache der Inaktivierung ware. Da
der groBe Zn-UberschuR in diesem Falle eine unspezifische
Markierung des Enzyms (durch Adsorption an der Oberfliche
des Enzyms) verursachen konnte, behandelten wir vor den
Radioaktivitédtsmessungen die Enzym-Fraktion mit ADTA
(1 - 107" mol - 1_1), um stérende °2Zn-Tonen zu entfer—
nen. Methode I1T1.

ITT. Herstellung des 65Zn—markierten Enzyms

Die Tatsache, daB Zn-freie und inaktive CA durch zn™t re-
aktiviert werden kann, stellte den Ausgangspunkt fur die
Darstellung markierter CA dar, indem wir fur die Reaktivie-
rung 65Zn—markiertes zn*" verwandten. Wir gingen dabei so
vor, daB wir gereinigte CA-IT (3,2 - 107 mol - 171y ca.

60 Minuten mit PEEN (1 - 107° mol - 17) in Na-Acetat-Puffer
(1« 107° mol - 171) bei pH 5 und 37 °C inkubierten. Die In-
aktivierung des Enzyms betrug hierbei > 99%. Es wurde dann
mit trigerfreiem %S Cl, markiertes Zn-Acetat (2 - 1072

mol - l_q) zugegeben; die spezifische Aktivitat betrug

0,5 Ci - mol—qo Die "Ubersdttigung" des PHEN mit Zn er-
folgte ohne weitere Inkubierung. Das molare Verhiltnis Zn/
PHEN betragt hierbei 2 (Lindskog 1960), da im Falle von
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PHEN bekanntlich auch 1Zn : 2L- und 1Zn : 3L-Chelate ge-
bildet werden ktnnen. Nach Neutralisierung mit 0,7 n NaOH
auf pH 7,4 wurde zur Isolierung des Enzyms eine Molekular-
siebfiltration iiber eine Siule von Sephadex G-25 vorge-
nommen. Die dabei erhaltene Enzymfraktion wies volle Akti-
vitdt auf (s. Tab. 21). Um die an der Proteinoberflache
eventuell adsorbierten Zn-Ionen zu entfernen, inkubierten
wir das Enzym bei Zimmertemperatur 60 Minuten mit Nag—ADTA
(1 - 10™% mol - 1-/')° Bei dieser Konzentration findet keine
Hemmung der CA statt (vgl. hierzu § D. IV. 2.b), wdhrend
alle eventuell adsorbierten Metallionen mobilisiert werden
(Lindskog 1960). Die CA wurde von ADTA iber eine neue Se-
phadex G-25-S3ule getrennt. Nach Gefriertrocknung des Eluats
hatten wir einen Verlust von 80 - 85% des Proteins. Die Ur-
sache hierflir ist, daB ein Teil des Proteins wahrend der
Neutralisierung ausfdllt und von der Sephadex-Sdule nicht
eluiert wird. Eine analoge Denaturierung des Proteins wurde
auch von Lindskog (1966) und Lindskog und Nyman (1964) er-
wahnt. Das gefriergetrocknete Enzym weist aullerdem eine um
ca. 70 - 75% geringere spezifische Aktivitdt auf. Diese In-
aktivierung ist wahrscheinlich auf eine Denaturierung des
Enzyms zurickzufihren, die wihrend der Gefriertrocknung
auftritt (s. Tabelle 21). Die gefriergetrocknete CA ver-
wendeten wir nach Wiederaufldsung fir die weiteren Inakti-

vierungsversuche.

Methodik der Untersuchungen

Bei der Durchfihrung der Versuche (s. § E. II) wihlten wir
folgende Inkubierungsbedingungen:

Die CA (3,2 bis 10 * 1072 mol * 1~ 1) inkubierten wir mit
MATDA (5 . 1072 mol - 171) oder PHEN (1 - 1072 mol - 177
bei pH 7,4 und 37 OC; die Inkubationsdauer erreichte 17 - 18
und 24 Stunden mit MAIDA bzw. PHEN. Als Puffer diente Na-
Phosphat (8 - 10—5 molar) fir die Versuche mit markierter

CA (Methode I) und Na-Veronal (1 - 1072 molar), wenn ein
UberschuBl von Zn-Acetat vor der Gel—Fraktionierung zugegeben
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wurde (Methode II). In diesem Fall wurde Zn-Acetat mit trager-
freiem 65Zn 012 markiert; die spezifische Radiocaktivitat be-
trug 0,1 bzw. 0,5 Ci . mol” " in den Versuchen mit MAIDA

bzw. PHEN. Fur die Elution der Substanzen aus der Sephadex
Gel G-25-Sdule verwendeten wir Na-Phosphat-Puffer (4 - 1072
molar). Das Eluat wurde in 3 ml Fraktionen fraktioniert.

Zur Identifizierung der Substanzen in Eluat bestirmntin wir
dic Extinktion beil 280 und 250 mu im Falle der Versuche
mit MAIDA, da die Extinktion des Enzyms ein Minimum bei

250 und ein Maximum bei 280 mu aufweist (4Abb. 13), wadhrend
MAIDA bei 250 mp eine ca. 20mal hdhere Extinktion als bei
280 mp besitzt (Abb. 42). Bei Inkubierung mit PHEN wurde
die Extinktion des Eluats bei 280, 270 und 264,5 mu gemessen:
Phenanthrolin in wassriger Losung besitzt ein Absorptions-
Maximum bei 264,5 mp, wahrend das Zn-Chelat ein maximum bei
270 mp erreicht und einen zusdtzlichen Peak beli 292 mu auf-
weist (Abb. 43).

65,
emittierten y-Strahlung, erfolgte mittels eines Nad(Tl)-

Die Bestimmung der Radiozktivitat, und zwar der von n
Bohrlochszintillators. Die Radioaktivitat der einzelnen
Fraktionen wird als Zdhlrate (Impulse - sec—q) und als %
der sog. Bilanz ausgedruckt.

Im Hinblick auf die Interpretation der mit der Methode II
gewonnenen Ergebnisse priften wir die Frage des isotopischen
Austausches,indem wirdie CA-IT (3,2 « 1072 mol - 171) 24 Stun-

den bei 37 °Cc und pH 7,4 in Veronal-Puffer mit 1 - 10 o mo-—

lar Zn - Acetat(!’) bei Abwesenneit von Chelatbildners in-
kubierten, das mit tragerfreiem 65ZnCl2 markiert war; die
spezifische Aktivitdt betrug in diesem Fall 2,5 mCi - mol—q°
Nach Beseitigung des Zn durch Gel-Chromatographie und durch
ADTA-Behandlung (1 - 107 molar) wurden die biologische

Aktivitat und die Radioaktivitat des Enzyms gemessen.

(4>Diese Konzentration wahlten wir wegen der Loslichkeit
des Zn, da bei hbheren Konzentrationen (> % - 10—4)
Zn (OH)2 sich bildet, das zur Aggregation der CA-Molekeln

fihrt (s. § E. I).
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V. Ergebnisse

Methode I.

Nach Einwirkung der Chelatbildner auf das 65Zn—markierte
Enzym und Trennung der Fraktionen bestimmten wir die in

jeder Fraktion gefundene Radioaktivitdt sowie die Enzym-
aktivitdt. Die Ergebnisse sind in Abb. 44, 45 und Tab. 22
zusammengestellt. Die €ogn-Bilanz im Eluat ist 100%. So-
wohl die CA- als auch die Chelatbildnerfraktionen sind mit
652n markiert, wobei der Anteil der durch das Enzym gebun-
denen Radioaktivitdt dem Anteil der nach Einwirkung des
Chelatbildners verbleibenden Enzymaktivitdt genau entspricht.

Methode II.

Die Inkubierung der nicht radioaktiven CA mit 652n—markier—
tem Zn" " bei pH 7,4 bestatigte die Beobachtung von Tupper
et al. (1952), daB kein isotopischer Austausch des "enzy-
matischen" Zn stattfindet: nach Gelfiltration wies zwar

die Enzymfraktion geringfligige Radioaktivitdt auf (ca. 10%
des gesamten Zn-Gehalts des Enzyms), die jedoch durch ADTA
ohne Verlust der biologischen Aktivitat vollkommen ent-
fernt werden konnte. Wir konnen deshaldb die nach Methode II

gewonnenen Ergebnisse folgendermalen interpretierei.

Die nach ADTA-Behandlung gemessenen Impulsraten der Enzym-
fraktion werden mit den im Falle eines 100%igen Zn-Aus-
tausches zu erwartenden Impulsraten verglichen. Aus Tab. 23
geht hervor, dall die reaktivierte CA 65Zn enthalt, wobei
die prozentuale Radioaktivitat wiederum der durch den Li-
ganden verursachten Inaktivierung entspricht.

Beide Methoden zeigen somit konsistente Ergebnisse und er-
brachten den Nachwels, defl der Hemmung der CA nach Inku-
bierung mit MAIDA oder PHEN die Entfernung des Cofaktors
Zn ursachlich zugrunde liegt.
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F. Diskussion und SchluBlbemerkungen

Die wesentlicheren Ergebnisse unserer Untersuchung seien hier

noch einmal kurz zusammengefasst:

1) Der EinfluB verschiedener Chelatbildner auf die Aktivitat
der CA manifestiert sich in einer sofortigen Inaktivierung
des Enzyms, die mit fortschreitender Zeit langsam zunimmt.

2) Unter dem EinfluB der Chelatbildner ist auBerdem eine Akti-
vierung der CA-Aktivitdt zu beobachten; die Aktivierung
verlauft sehr schnell, jedoch mit einer noch meflbaren Ge-
schwindigkeit. Dus Ausmall der Aktivierung scheint weniger
von der Art des Chelatbildners als von der Konzentration
abzuhéngen.

Was zundchst die unter 2) erwdhnte Aktivierung des Enzyms be-
trifft, so hatten wir bereits in einem frilheren Zusammenhang
(vgl. Abschnitt E.I.) darauf hingewiesen, daB es im Moment noch
nicht moglich ist, eine plausible und vor allem auch experimen-
tell begriindete Hypothese Uber die der Aktivierung ursachlich
zugrunde liegenden Faktoren zu machen. Wir sind dieser Frage
auch nicht nagher nachgegangen, da sie ausserhalb der eigent-
lichen Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung liegt.

Was den der Inaktivierung der CA zugrunde licgenden Wirkungs-
mechanismus betrifft, so ist es zweckmdssig, die speziellen,
mit 65Zn durchgefihrten Untersuchungen zum Ausgangspunkt der
Uberlegungen zu machen. Wir konnten hierbei in zwei vonein-
ander unabhingigen Versuchsvarianten den Nachwel!s filhren, daf
bei Inkubation des Enzyms mit verschiedenen Chelatbildnern
eine echte Mobilisierung des Apoenzyms, d.h. Zn, aus der CA
auftritt. Das Ausmall der Mobilisierung erwies sich dabei als
direkt proportional dem Hemmungsgrad der Aktivitat. Dies
steht ibrigens auch in guter Ubereinstimmung mit den bereits
zitierten Untersuchungen von Lindskog und Malmstrom (1962).
Die Inaktivierung des Enzyms konnte man somit durch folgende
Bruttoreaktion wiedergeben:

(EZn) + L ——————> E + (ZnlL)
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Anders ausgedriickt, bedeutet dies, daB ein Ligand, und zwar
das Apoenzym E gegen einen anderen Liganden, d.h. in unserem
Fall den dem System zugegebenen Chelatbildner L, ausgetauscht
wird. Wenn man der Terminologie von Hughes und Ingold folgt,
handelt es sich um eine sog. nukleophile Substitution (SN—Re-
aktion). Bei nukleophilen Substitutionen wird grundsatzlich
zwischen den sog. SNﬂ- und SN2—Mechanismen unterschieden. Der
SNﬂ—Mechanismus verl3iuft zweistufig, d.h. der Bindung des Me-
tallions durch den zweiten Liganden geht der Zerfall des ur-
sprunglichen Metallkomplexes voraus:

- = 1
(BZn) =——— E + Zn (1/K4EZn)

sn™t + I == (Znl) (KHLZn>
Fir die Frage, ob es sich bei der von uns beobachteten In-
aktivierung des Enzyms um eine SNﬂ—Reaktion handelt, ergeben
sich zwei Prifungsmdglichkeiten: Zundchst misste erwartet wer-
den, daB die Konzentration von (ZnL) und damit das Ausmall der
Inaktivierung dem Verh&dltnis der effektiven Stabilitatskon-
stanten KHIZD./KHEZH_ direkt proportional sind. Ausserdem
wird bei der obigen Formulierung des SNﬂ—Mechanismus implizit
angenommen, daB die erste Reaktion, d.h. der Zerfall des
ersten Komplexes, langcam verlduft und damit auch die Geschwin-
digkeit der Gesamtreaktion bestimmt. Beides ist in unseren
Versuchen Jjedoch nicht realisiert. Es wird zundchst eine so-
fortige Hemmung der CA beobachtet, und - wie bereits mehrfach
unterstrichen wurde - wird die zu erwartende Korrelation
zwischen Ausmall der Inaktivierung und effektiver Stabilitats-

konstante vermisst.

Nachdem der SNﬂ-Mechanismus in unserem Falle wenig wahrschein-
lich sein durfte, widre die Frage des sog. SN2-Mechanismus zu
diskutieren. Der SN2—Mechanismus besteht darin, daB ein inter-
medidrer Komplex gebildet wird (Lq-M—Lg), welcher die Geschwin-
digkeit der Reaktion bestimmt und der in der teilweisen Bil-
dung einer neuen Metall—Ligand-Bindung und der gleichzeitigen

Abschwachung der urspringlichen Bindung besteht (Basolo und
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Pcarson 1961):
L1M + L2 e (Lq-M—Lz) —_— Lq + ML2

Fir den von uns betrachteten konkreten Fall wiirde dies be-
deuten, daB der Mobilisierung des Zn (die durch Versuche mit
65Zn eindeutig bewiesen ist) die Bildung eines intermedidren,
d.h. ternaren Komplexes: Apoenzym - Zn - Chelatbildner zeit-
lich vorausgeht. zn*?t betatigt eine maximale Koordinations-
zahl 4; die Zahl sowie die Art der Bindung des Zn im aktiven
Zentrum der CA sind zwar nicht bekannt (Coleman 1965; Kernohan
1965; Riddiford et al. 1965; Dobry-Duclaux 1965, 11966; Linds-
kog 1966), die Annahme ist jedoch nicht unplausibecl, daB die
maximale Koordinationszahl in der CA nicht voll abgesattigt
ist. Dafiur spricht u. a., daB das Zn fir die Aktivitdt des
Enzyms essentiell ist und beil der Bildung des HCO_,  Hydroxyl-
ionen und eventuell CO2 als Substrat zu binden vermag (Davis
1959; De Voe und Kistiakowsky 1961; Kernohan 1965; Lindskog
1963, 1966). Selbst wenn eine volle Absattigung aller Koordi-
nationsstellen des Zn im Enzym vorlage, wadre dies mit der
Hypothese der Bildung eines terndren Komplexes durchaus ver-
einbar; es ware hierbei nur die durchaus plausible Annahme zu
machen, daB bei Anwesenheit eines im hohen UberschuB vorlie-
genden lLiganden eine der koordinativen Bindungen des Zn im
Enzym gelockert und durch eine Bindung mit einem Ligand-Atom
des Chelatbildners ersetzt wiurde.

Im Hinblick auf die jetzt allgemein giltigen Vorstellungen
uber die Rolle des Zn bei der enzymatischen Aktivitat der CA
ist man berechtigt anzunehmen, dall der von uns postulierte
ternare Komplex enzymatisch inaktiv ist. Desgleichen ware zu
folgern, daBl der sog. Soforthemmung der CA durch die Chelat-
bildner im wesentlichen die Bildung des tern@ren Komplexes
ursachlich zugrunde liegt. Damit wilirde auch die fehlende
Korrelation zwischen AusmaB der sofortigen Inaktivierung und
der GroBe der effektiven Stabilitatskonstante X! ohne

1LZn
weiteres verstandlich. Wir werden in einem spidteren Zusammen-
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hang zu dieser Frage noch einmal zuruckkehren.

Falls die Inaktivierung des Enzyms ausschlieflich auf der
Bildung des terndren Komplexes beruhen wurde, miiBte der in-
aktivierte Bruchteil des Enzyms unabhBngig von der zeit kon-
stant bleiben. Da dies jedoch, wie die Versuche mit der Inku-
bation des Enzyms eindeutig zeigen, nicht der Fall ist und da
weiterhin eine echte Mobilisierung des Cofaktors aus der CA
wahrscheinlich gemacht werden konnte, ist man berechtigt an-
zunehmen, daB der terndre Komplex zu dem Zn-freien Enzym und
dem Zn-Chelat des Liganden L zerfdllt, wobei es sich offen-
sichtlich um eine relativ langscm verlaufende Reaktion handelt.
Dies bedeutet, daBl die Schwachung der Bindung zwischen Zn und
dem Enzym und die schlieBlich dabei resultierende vollkommene
Aufldsung der Bindung langsam verlauft; anders ausgedriuckt,
daB es sich bei der CA um einen sog. robusten Komplex nach
der Terminologie von Schwarzenbach (1958) handelt.

Wir konnen somit die Inaktivierung der CA durch einen gegebenen
Komplexbildner L folgendermaBen formulieren:

(EZn) + I == (EZnL) ==—=TF + (Znl)

wobeli (EZn) der enzymatisch aktive Zn-Komplex der CA und E das
Apoenzym sind. Die Konzentration des terniren Komplexes (EZnL)
wird durch die Gleichgewichtskonstanten

L LEZnL]

K }
EZnl - [gpnil1)

und

E LEZnL]

EZ0L  [g)[zn1]

X

bestimmt. Eine quantitative Analyse der Kinetik ist aus fol-
gendem Grund nicht durchfihrbar, yir miissen uns nimlich dariiber

im klaren sein, daB der experimentell erfaRte Grad der
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Sofort-Inaktivierung insofern nicht der tatsachlich vorliegen-
den Inaktivierung entspricht, als die aktivierende Wirkung

des Chelatbildners in gegensinniger Richtung wirkt, d.h. daB
die gemessene Inaktivierung die Resulta®c aus zwel in ver-

schiedenen Richtungen wirkenden Mechanismen, der Inaktivierung
einetseits und der Aktivierung andererseits, ist. Der gleiche
Unstand erklart auch, warum im Falle der sofort zu registrie-
renden Hemmung der Enzymaktivitat die Abhangigkeit der Akti-
vierung von der Konzentration des Liganden Nelgungen < 1 auf-
weist. An sich ware eine Abnahme der Effektivitat mit stei-
gender Konzentration des Liganden mit einer Neigung 1 zu er-
warten gewesen. Da nun aber das Ausmall der Aktivierung von
der Konzentration des Liganden abhingt, indem, zumindest in
einem bestimmten Konzentrationsbereich, das AusmaB der Akti-
vierung direkt proportional zur Ligandkonzentration ist

(s. z.B. Tab. 12, 14, 16, 17), wird ohne weiteres ersichtlich,
daB bei solchen Ligandkonzentrationen, bei denen die Akti-
vierung des Enzyms starker ausgeprédgt ist, eine scheinbar
geringere Inaktivierung des Enzyms und Konzentrationseffekt-
Kurven mit Neigungen < 1 resultieren. DaB die Xurven bei den
sog. Sofortversuchen fir verschiedene Chelatbildner unter-
schiedliche Neigungen aufweisen, wird ebenfalls verstandlich,
da der aktivierende EinfluB auf das Enzym beil den verschiedenen,
von uns untersuchten Chelatbildnern unterschiedlich stark ist.

Bei den Inkubierungsversuchen wurde bei bestimmten Konzentra-
tionen bestimmter Chelatbildner kurzfristig, d.h. wahrend der
ersten 5 - 10 Min., eine relativ rasche Abnahme der Aktivitat
beobachtet und erst nach Ablauf dieser ersten Phase stellte
sich die charakteristische langsame Abnahme der Aktivitat ein.
Auch dies diurfte aller Wahrscheinlichkeit nach auf die "Mas-
kierung'" des eigentlichen Inaktivierungseffekts durch die da-
von unabhangigen Aktivierungsprozesse bedingt sein.
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Aufgrund des Reaktionsschemas

k
1 L [EzZnL]
EZn + L EZnL (K, = K T[T N
17 TEZnL Corgzal-[1)]
ko
kB 1 1 [E].LZnL]
EZnl =———— E + ZnlL (—.K = 7 =
k, 2 K [BEZnL]
EZnL

sollte erwartet werden, daB die bei den Inkubierungsversuchen
resultierende Halbwertszeit der Aktivitdtsabnahme sich invers
proportional zum Ausmafl der Hemmung verhalt. k,l und k2 sind
die Geschwindigkeitskonstanten der Bildungsreaktion bzw. Rick-
reaktion und k5 die Geschwindigkeitskonstante des Zerfalls

des terndren Komplexes. Die mit der Geschwindigkeitskonstante
k, verlaufende Ruckreaktion kann bei Chelatbildnern mit groBer
K%ZnL und grofler [L]t in den nachstehenden Formulierungen ver-
nachléssigt werden. Da [L]t >> [EZn]o, Ausgangskonzentration
des Enzyms, und dadurch [1] >> [EZn] + [EZnL] + [2nll ist,

gilt

dlEZn]

— = -k, - [EZn] + k, - [EZnL]
at

dlEZnL]

—_— =%, - LEZn] - (k, + k) ° [EZnL]
at 1 2 3

Daraus folgt:

alEzZn] adlEZnL]
—_— 4 ————— = -k, - [EZnl]
at at >
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Im Hinblick auf die Soforthemmung der CA muB die erste Re-
aktion sehr schnell ablaufen, d.h. k5 << kq od. k2, und
praktisch ist stets:

[EZnT) = K% - [EZn],

1
wobel Kq = Kq [L]t’ und K,l die Gleichgewichtskonstante der
ersten Reaktion darstellen. Demnach folgt

alEznl  a(x, - [Eznl)

N - -x, - K - [EZn]
at at 5 7
und
. “Kek,et
[EZn] = [EZn]eq e 3
Dabei sind
K, {EZnL]
K = T =
1+K, (EZnl+[EZnL]

und [EZn]eq die Konzentration des noch aktiven Enzyms nach

Einstellung des Gleichgewichts

LEZnL] !
[EZn]eq = — = (1-K) - [EZnJO

an[L]
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Da das relative AusmaB der biologischen Aktivit&t der CA dem
Verhdltnis [EZn]/[EZn]O direkt entspricht, wird

a o -
1n z = - Kk5 t + 1n (1-K)

Die Halbwertszeit der Inaktivierungsreaktion ist:

t = 1n 2/K°k5°

1/2 Somit wird:

0,3 .
log = = -—— -t - log (4+K4)

a
o} t1/2

Aus den obigen Formulierungen geht hervor, daB [EZn]eq und
tq/o sich umgekehrt proportional zu (L1,, d.h. dem Ligand-
iberschufl, verhalten. Dies steht mit unseren Ergebnissen in

Ubereinstimmung.

Die Bildung eines terndren Komplexes liefert - wie bereits
kurz erwdhnt - auch fliir die fehlende Korrelation zwischen
Effektivitat und K%LZn der Chelatbildner eine befriedigende
Erklarung, da es sich bei der Inaktivierung der CA nicht um
die Chelierung freier Zn-Ionen - und nur die wird durch die
Bildungskonstante K;LG beschrieben - sondern um eine Chelie-
rung des Zn in situ handelt. Hierbei sind naturgemal im Falle
der von uns untersuchten hoherzdhnigen Chelatbildner nur
wenige der Ligandatome beteiligt. Weiterhin durften auch die
sterische Anordnung der Ligandatome, die molekulare Konfi-
guration und die Zahl der Ladungen bei der Bildung des ter-
naren Komplexes entscheidend sein. Dementsprechend sollte
z.B. im Falle der ADTA, DTPA und strukturell verwandter Sub-
stanzen wie BADS oder BATA die Effektivitdat nicht den ent-
sprechen@en K%LZH—Werten proportional sein, sondern der Kon-
stante KﬂLZn von Dicarbonsduren wie Malonsaure (105’5], Bern-
steinsdure (102’5),Glutarséure (401’6)’oder Iminodiessig-
saure (104’5)9 Die niedrigen Zn-Stabilit&tskonstanten dieser
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Sauren wurden auch die geringe Wirksamkeit der ADTA und DTPA
erklaren. Obwohl der molare LigandiberschuBl sehr groB ist,
konnen nL:1Zn-Chelate (n > 1) fur die Bildung des terndren
Komplexes aus sterischen Grunden gegeniiber dem “1L:1Zn-Chelat
vernachlassigt werden, und die Beriicksichtigung der Konstan-
ten KéLZn ist uberflissig.

Die Versuche mit den verschiedenen Polyaminen, die eine un-
terschiedliche Konfiguration, aber die gleichen Ligandatome
besitzen, wurden in der Absicht durchgefihrt, Information Uber
die Bedeutung des sterischen Faktors zu gewinnen. Aus metho-
dischen Grinden war es Jjedoch nicht méglich, die mit den Poly-
aminen erzielten Ergebnisse zu verwerten (vgl. § D.IV.1).

Neben der Konfiguration des Liganden spielt auch die Art der
Ligandatome eine wesentliche Rolle fur die Insktivierung der
CA. In diesem Zusammenhang ist auf die Uberlegenheit der SH-
haltigen (MAIDA, Cys, CysA) und N-haltigen (PHEN) Verbindungen
hinzuweisen. Tatsachlich ist es allgemein bekannt, dald zn*

S und N gegeniiber O als Elektronendonator bevorzugt (Williams
et al. 1959; Coleman und Vallee 1961).

Zugunsten der Hypothese, dall die CA-Inaktivierung durch Che-
latbildner Uber die Bildung eines terndren Komplexes ver-
lauft, konnen auch folgende Befunde von Vallee et al. (1958)
angefuhrt werden. Diese Autoren fanden bei mehreren Zn-Metallo-
enzymen (¢ rboxypeptidase A, Alkoholdehydrogenasen) das gleiche
Absorptionsspektrum fir das von PHEN gehemmte Zn-Enzym und

fir das Zn-Chelat des PHEN, was mit der Bildung eines terndren
Komplexes erklart wurde. Der Komplex konnte durch Dialyse zer-

setzen.

Den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen bildete die Frage, ob
die nach therapeutischer Applikation von Chelatbildnern ge-
legentlich zu beobachtende Nierenschidigung mit einer Inakti-
vierung der CA zusammenhdngen koénnte, so wie es von verschie-
denen, in der Einleitung erwdhnten Autoren zur Diskussion ge-
stellt wurde. Obwohl die von uns untersuchte CA aus Erythro-
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cyten und nicht aus der Niere stammt, halten wir es fiir be-
rechtigt, unsere Ergebnisse zu verallgemeinern, da alle CA-
Isoenzyme im aktiven Zentrum ein Zn pro Molekel binden, das
spezifisch die biologische Aktivitdt bedingt und auch bei
verschiedenen in vitro-Untersuchungen sich identisch ver-
halt (Lindskog und Nyman 1964; Tilander et al. 1965; Coleman
1965; Duff und Coleman 1966 und hier weiteres Schrifttum).

A ufgrund unserer Untersuchungen kdnnen wir die Frage nach
der Bedeutung der CA-Inaktivierung fiir die Pathogenese der
Toxizitdt der Chelatbildner negativ beantworten. Unsere Be-
funde zeigen zwar die grundsdtzliche Mdglichkeit, die CA
durch Chelatbildner zu inaktivieren, jedoch nur bei sehr
hohem UberschuB und bei mehrstindiger Einwirkung des Chelat-
bildners. Gerade diejenigen Chelatbildner, die wegen ihres
hohen therapeutischen Index fiir eine praktisch-therapeutische
Anwendung in Frage kommen (wie z.B. ADTA, DTPA, BADS und BATA),
sind sogar bei extrem hohen Konzentrationen, wie sie seltst
rach Verabfolgung nephrotoxischer Dosen im Organismus mit
Sicherheit nicht erreicht werden, kaum wirksam.

Obwohl somit eine Inaktivierung der CA bei den toxischen Neben-
wirkungen der Chelatbildner mit aller grofiter Wahrscheinlich-
keit keine Rolle spielen dirfte, glauben wir, dafBl den Ergeb-
nissen unserer Untersuchung fir die Frage nach der Pathoge-
nese der toxischen Nebenwirkungen eine gewisse Bedeutung
zukommt. Fur die Hypothese, daBl die Toxizitat der Chelatbildner
in einem ursachlichen Zusammenhang mit der Mobilisierung essen-
tieller Spurenmetalle und damit auch einer Beeintrachtigung

der Funktion bestimmter Enzyme stehen konnte, ergibt sich ndm-
lich eine grundsatzliche Komplikation. Bel vergleichenden Un-
tersuchungen iber die Toxizitdt verschiedener Chelate fanden
von Wedelstaedt und Catsch (1965), daB Ca-DIPA eine rund zwei-
mal hohere Toxizitat als Ca-ADTA aufweist. Das gleiche Effekti-
vitdtsverhdltnis konnte auch von Nigrovic (1964) fir die

in vivo-Inaktivierung der renalen alkalischen Phosphat: se
durch beide Ca-Chelate festgestellt werden. Geht man nun da-
von aus, dafll die Bindung bzw. Mobilisierung von endogenem Zn
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bei der Toxizitdt der Ca-Chelate eine entscheidende Rolle
spielt, miBte unter physiologischen Bedingungen eine im Ver-
gleich zu Ca-ADTA 100mal héhere Toxizit&t der Ca-DTPA erwar-
tet werden, da im Falle der Ca-Chelate das Verhdltnis der
effektiven Zn-Stabilitdtskonstanten ~ 100 ist. Um Missver-
stédndnissen vorzubeugen sei hier darauf hingewiesen, daB in
dem von uns untersuchten Fall der Ca-freien Chelatbildner
dies Verh#ltnis nur ca. 6 betrigt. In Ubereinstimmung damit
findet pun Havlilek (1967) unter dem EinfluB von Ca-DTPA und
Ca-ADTA eine erhdhte Ausscheidung von Zn mit dem Urin, wobel
DTPA tatsBchlich entsprechend dem Verhaltnis der effektiven
Stabilitatskonstanten eine 100 mal hohere Wirksamkeit zeigt.
Da jedoch - wie bereits erwdhnt - die Ca-DTPA eine nur zwei-
mal hohere Toxizitdt als Ca-ADTA aufweist, erscheint die
pathogenetische Relevanz dieses Befundes fraglich. Es konnte
eingewendet werden, dafl die erwahnte Diskrepanz nur die An-
nahme ausschaltet, daBl die Bindung von Zn eine wesentliche
Rolle spielt, und an die Beteiligung anderer Spurenmetalle
gedacht werden. Es ist hier jedoch nachdriicklich darauf hin-
zuwelsen, daBl die gleiche Komplikation wie fur Zn sich auch
ausnahmslos fiur andere Spurenmetalle ergibt, da keines von
ihnen im physiologischen Milieu ein Verhaltnis der effektiven
Stabilitatskonstanten DTPA/ADTA ~ 2 aufweist (vgl. hierzu
Martell 1964). Nachdem jedoch unsere Untersuchungen eine Wechsel-
wirkung zwischen Chelatbildnern und einem reprasentativen Me-
talloenzym nachweisen konnten, bel der die effektive Stabili-
tatskonstante keine entscheidende Rolle spielt - im Zusammen-
hang mit dem Wirkungsmechanismus, d.h. der intermedidren Bil-
dung eines terndren Komplexes - liegt es natirlich nahe, einen
gleichen Wirkungsmechanismus auch fiir andere und durch Chelat-
bildner leichter zu inaktivierende Enzyme anzunehmen. Es sei
hier auf die noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen von
Schiiller (1967) hingewiesen, denen zufolge ADTA und DTPA

bei der in vitro-Inaktivierung einer hoch gereinigten alka-
lischen Phosphatase praktisch gleich wirksam sind.
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G. Methodische Einzelheiten

Reagentien

Alle Reagentien (mit Ausnahme der meisten Chelatbildner)
wurden von der E. Merck AG (Darmstadt) bezogen und wiesen

den p.A.-Reinheitsgrad auf; Na,-ADTA, NaZ[Ca—ADTA], MP sowie
PHEN erhielten wir ebenfalls von Merck AG. Pyridoxin und
p-Nitrophenylacetat wurden von Serva-Entwicklungslabor (Hei-
delberg) geliefert. Von Fluka AG-Buchs SG (Schweiz) bekamen
wir Cysd, L-Cys, L-Met, MPur, EN und DIEN. Heyl und Co.(Berlin)
lieferte das D-Penicillamin - HC1l, und Bracco Industria
Chimica S.p.A. (Milano) das BMADA. Fir die Uberlassung von
MATDA, BADS, BATA, TRIEN, PENTEN, DTPA und Naz[Zn-DTPA] sind
wir J.R. Geigy AG (Basel) zu Dank verbunden. Herrn Prof. Dr.

G. Schwarzenbach danken wir fiir die freundliche Uberlassung
von TREN. Die Sephadex-Gele G 25 und G 75 erhielten wir von
der Deutschen Pharmacia (Frankfurt) und die DEAE-Cellulose
(Austauschkapazitdt ca. 0,63 miq - gﬂ}vonco Roth (Karlsruhe).

DIEN und PENTEN, die braunlich verfarbt waren, wurden des-
halb mit Hilfe einer Widmer-Kolonne im Vakuum destilliert
(Schwarzenbach 1950). Die so gewonnenen Polyamine waren farb-
los und wurden bei -20 °C aufbewahrt.

Fur alle Ldosungen verwendeten wir aqua tridest. Das Enzym

(1 ng - ml_q) wurde in Na Phosphat- bzw. Na Veronal-Puffer
1 - 1072 molar, pH 7,4) geldst und bei +3 °C aufbewahrt;
diese Lésung diente als Stammldsung, wurde jedoch jede Woche
frisch zubereitet. Unter solchen Bedingungen wies das Iso-
enzym II eine gute Bestdndigkeit auf (mittlere spezifische
Aktivitdt: 12,1):

Alter der

Enzymaktivitit 11,5 11,9 11,7 12,6 12,8 12,0
(107 1.E.)
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Chromatographie

Die DEAE-Cellulose wurde nach der Methode von Pesce et al.
(1964) gereinigt und mit 5 - 1072 bzw. 4 - 1072 molarem
Phosphat-Puffer pH 6,8 (Anfangspuffer der Chromatographie)
aufgenommen. Die Eluierung der Proteine aus der Sdule erfolgte
mittels eines stufenlos ansteigenden Konzentrationsgradienten
von Phosphat-Puffer bei konstantem pH 6,8 : 4 od., 5 - 10“5 -

5 . 1072 bzw. 5 + 107
wurde ein Autograd (Technicon Chromatography Corp., New York)
verwendet. Einen linearen Gradienten erhalt man mit zwei hin-

molar. Zur Bildung dieses Gradienten

tereinander geschalteten Kammern, wobei die erste Kammer den
Ausgangs- und die zweite den Endpuffer enthalt; zur Bildung
eines konkav ansteigenden Gradienten wird der Ausgangspuffer
in die Kammern 1 und 2 gegeben, wahrend der Endpuffer sich in
einer dritten Kammer befindet. Mit dem konkaven Gradienten
wird beil der DEAE-Chromatographie eine bessere Auftrennung

der Peak I, II und ITIgewonnen (s. hierzu Abb. 11 und 12).
Beim sog. analytischen Verfahren (s. § C.I.), bei dem eine

17 bis 5 mg Enzym-Losung . aufgetrennt wurde, erfolgte die Be-
stimmung des Proteingehalts im Gesamteluat durch automatische
Anfarbung mit Ninhydrin (und automatischer Messung der Ex-
tinktion bei 570 mp) mit Hilfe eines Autoanalyzers (Fa_ Techni-
con). Als Eichsubstanz fir die Ninhydrin-Farbung diente eine
in 0,1 n HC1 L-Teucin-Lésung (5 . 1072 molar).

Entsalzung

Die Entsalzung der CA-Losungen erfolgte chromatographisch durch
Verwendung einer S8ule (@ 2 x 30 cm) mit dem Verzdgerungs-

harz AG 11 A 8 (Bio Rad Laboratories, Richmond); aqua tridest
diente als Elulerungsmittel (DurchfluBgeschwindigkeit ca.

120 ml - h_q)° Abb. 46 zeigt die Verzdgerung des Phosphats
durch das Harz, wenn ca. 20 ml einer Rohenzym-Ldsung in 5 - 10—2
molarem Fhosphat-Puffer aufgetragen wurden.Die Phosphat-Be-
stimmung erfolgte mit Aminonaphtol-Sulfonsdure als Reduktions-

mittel nach Bodansky und Schwartz (1961).
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Gellogel-Elektrophorese

Fiir die Elektrophorese verwendeten wir die von Serva (Heidel-
berg) entwickelte Methode. 0,1 mg Enzym (10 pl) wurde im

5 o 40—2 molaren Laurell-Puffer (Na Veronal) bei pH 9,0

¢ Stunden bei 0,9 mA - cn” ' aufgetrennt. Die Pherogramme
wurden mit Amidoschwarz gefdrbt. Die Messung der Farbinten-
sitdt der transparenten Streifen erfolgte mit Hilfe eines

Mikrodensitometers (Fa. Zeiss).

Molekulargewichtsbestimmung

Siec erfolgte nach der Methode von Whitaker (1953) durch Gel-
Chrometographie iiber Sephadex G-200. Der Logarithmus des Mole-
kulargewichts nimmt mit dem Rf des Proteins linear ab:

v

log MG = k (V = Elubtionsvolumen)

Yo

Las "freie" Volumen VO bestimmten wir mit Blue-Dextran (ein-
gefdrbtes hochmolekulares Dextrose~Polymer), dessen Elution
wegen des hohen mittleren Molekulargewichts von 2 - 406

vom Gel nicht beeinfluflt wird. Fur die zu bestimmenden Mole-
kulargewichte (von 30 000 bis hdchstens 90 000) eignet sich
der Sephadex-Gel G-200. Die Lange des Gel-Bettes in der Saule
betrug 140 cm und der Durchmesser 1,5 cm. Rinderserumalbumin
(M = 70 000), Eialbumin (45 000), Pepsin (35 500) und Chymo-
trypsin (22 500) dienten als Eichsubstanzen. Tabelle 24 gibt
die Ergebnisse und Abbildung 47 die Eichkurve wieder.

Aninosdureanalyse

Das Isoenzym II bzw. IIT (2,5 mg) wurde in 6 n HC1l (2 ml) ge-
1ost und in abgeschmolzenen Glasampullen unter Ausschlufl von
Tuft 22 Stunden bei 110 °C hydrolysiert (Methode von Grundlach
et al. 1959). Die Aminos#ureanalyse der Hydrolysate erfolgte
nach Spackman et al. (1958) mit Hilfe eines Technicon Auto-
analyzers. Die Auswertung der erhaltenen Chromatogramme er-
folgte mittels einer Rechenmaschinc IBM 7070 mit. Fortran-Pro-
gramm (Langner 1966).



- 69 -

Als theoretist¢h erwartete Werte fir jede Aminosaure dienten
die abgerundeten Werte von Nyman und Lindskog (1964) fiir das
bCA-Isoenzym B (s. Tab. 2),und die experimehtell beobachteten
Werte berechneten wir nach der Methode von SchilBler und Jung

(1967) .

CA-II-Reaktivierung

Zur Bestimmung des Anteils der wiedergefundenen CA-Aktivitat
(in % der Kontrolle) nach Auftrennung iiber Sephadex Gel G-25
(s. hierzu § E.I.) diente eine Eichkurve (Abb. 48), wobei
die Enzymaktivitdt einer Kontroll-Losung (CA-II) als Funk-
tion der Proteinabsorption bei 280 mu bestimmt wurde.

Zn-Bestimmung

Die Bestimmung erfolgte nach der Methode von Vallee und
Gibson (1948).

Elektroden

Die fir die Aktivitatsbestimmung verwendeten Elektroden
(Schott und Gen, Mainz) waren eine Kalomel-Bezugselektrode
Nr. 9825 mit Keramik-Diaphragma und eine fir tiefe Tempera-
turen geeignete Kalomel-Glaselektrode Nr. U 9202 (Nullpunkt
bei pH 7).
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Tabellen und Abbildungen




Tabelle 1:

Physikalische und biclogische Eigenschaften verschiedener CA-Iscenzyme.

PCA = Carboanhydratase aus Rindererythrocyten; hCA = Carboanhydratase aus

Menschenerythrocyten; SEA

wicht; A

280
der Absorption bei 280 und 260 my;

spezifische Enzymaktivit&dt; MG = Molekularge-

€280

= Absorpticn einer 0,1%igen Lésung bei 280 my; A%%% = Verhaltnis

= molare Absorption [mol” - cm

pHi = isozlektrischer Punkt; S = Zahl der S-Atome pro Enzym-Molekiil;

Zn = Zahl der Zn-Atome pro fnzymmolekiil.

Menge im o \ 280
Iscenzym Homolysat SEA MG A280 AEEB EZBO pHi Zn
B + + + + 30-31000 {1,80-1,87 |1,6-1,7 | 56000 543 1
bCA
+ + + - - - - - -
+ + 28-25000 - - - - 1
hCA B + + + + 30000 1,63-1,78 1,9 49000 5,8 1
+ +++ | 30-34000 {1,54-1,87 9 55000 | 6,5~1,3 1




Tabelle 2: Aminos#ure-Zusammensetzung verschiedener Carboanhydratase-Isoenzyme

: hCA bCA

j Aminossure ) T ph23) | ) 3 ) 5) 125

% Asparaginsdure 31 31 % 29 32,1 £ 0,3 32 32,2 + 0,4 31,9 £ 0,7

Threonin 14 14 12 114,5 = 0,3 14 11,6 + 0,3 12,0 = 0,5

5 Serin ;29 30 % 20 16,1 £ 0,7 16 10,4 + 0,6 11,6 + 0,6

% Glutaminsdure % 23 22-24 : 27 23,7 £ 0,7 24 23,8 + 0,8 24,6 + 0,5

\ Prolin 18 18 17 19,5 + 0,4 20 - -

‘ Glycin 17 15-16 ° 22 120,2 + 0,5 20 19,8 = 0,4 20,1 + 0,7
Alanin . 20 19 13 116,9 £ 0,3 | 17 16,9 £0,3 | 17,4 £ 0,6
Valin 7 17 17 19,9 £ 0,1 | 20 119,17 + 0,4 20,1 + 0,5
1/2 Cystin T 1 1 <0,2 0 | 0,0 %0, 0,0 + 0,1

| Methionin 2 | 2 10 3,1 0,0 3 3,0 £ 0,1 1,9 £ 0,2

: Isoleucin 9 10 9 5,0 £ 0,2 5 5,0 + 0,3 5,2 % 0,1
Leucin 20 20 25 i26,2 + 0,4 26 25,9 + 0,1 26,9 + 0,7

: Tyrosin 8 8 8 7,9 £ 0,1 8 7,9 + 0,1 7,7 £ 0,5
Phenylalanin 11 § 11 12 11,3 £ 0,2 11 11,2 £ 0,2 11,5 £ 0,9
Lysin L o18 18 24 18,7 % 0,3 19 19,1 + 0,3 18,3 + 0,5

| Histidin p 11 12 111,3 £ 0,2 11 10,8 + 0,2 10,9 + 0,4

2 Arginin 7 1 7 9,0 + 0,2 9 1 9 % 0,1 8,5 £ 0,2

; Tryptophan N 6 T -- - ; -- 5 --

[

1) Laurent et al. (1963); 2) Rickli et al. (1964); 3) Nyman und Lindskog (1964); 4) Abgerundete

Werte nach 3) 5) igene Werte.



Tabelle 3:

Hemmung der CA durch Acetazolamid
LE] = Enzymkonzentration [mol - 17 x 10
150 = Acetazolamid-Konzentration, bei der

- 8]

]

die Hemmung 50% betragt (M - 171 x 1081,
. Enzym-Priparat [E] ; 150 : [E]/I é Autor
50 |
. nicht greinigt(Rind) ‘7.8 2,2 % 5, o4 1
| Himolysat (Hund) 4,0 1,1 2,85 2
' rein (Rind) 1,2 1 0,9 | 1,33 3
. nicht gereinigt(Rind) (32 @ 8 4,0 4

1) Woodford et al. (1961); 2) Maren et al. (1960);
3) Lindskog (1963), 4) Eigene Werte.




Tabelle 4: Prozentuale Zusammensetzung des kommerziell er-
haltlichen Préparats. Trennung nach dem analytischen
Verfahren. Mittelwert von drei Bestimmungen.

Komponente Ninhydrin-Farbung é Entsprechende
| % G-75-Fraktion
z
II ! 5777,' f
s i 45,0% :
111 | 7,3, ;( B = 50,3%
IV | 5,3 }
|
v | 10,4 C = 10,4%
i
VI | 26,7
I | 13,3 ;A 39,6k
! A
: ]




Tabelle 5: Prozentuale Zusammensetzung der verschiedenen Fraktionen
(nach Gelfiltration) bei analytischer Trennung bzw.
Fraktionierung iiber DEAE-Cellulose.

: Komponente § Ninhydrin-Farbung § Gewichtsanteil 1)
3 - _ [2)
Fraktion A = Ap + App = 100 %
I 16,2
\ 2,5 Keine quantitative
VI 80,0 Bestimmung
Fraktion B = 100%
I 1,6
II 69,4} 45 - 500%
11T 16,4 828 1 8 . 0%
Iv 11,7 . nicht bestimmt

1)Nach Fraktionierung, Entsalzung und Gefriertrocknung
(Préparatives Verfahren).



Tabelle 6: Aktivitdat verschiedener Enzympraparate

Préaparat § Enzym—Gehaltq)g SEA

: (%) . 10° 1.E. %
Rohenzym g 45 % 52,5 : L
CA-G 75 | 85 1103 86
CA-TIIY .~ 100 120 100

1)Nach dem analytischen Verfahren bestimmt.



Tabelle 7: Molekulargewichtsbestimmung

Komponente Molekulargewicht
bestimmt Literatur
A 83 000 ca. 70 000
AII ; 45 000 -
CA-IT 32 000 31 000




Tabelle B8: Basizitiéts- und Zn-Stabilitidtskonstanten der unter-
suchten Verbindungen ( Martell, Lenz und Martell 1964).

srlduterungen s. Text.

Basizitdtskonstante ;
Ligand T g E g H B [ H 108 Rypgn 1 108 Klyppy
I T o TR R
ADTA L 10,3 6,2 22,7 éz,o 16,26 13,35
DTPA 10,6 8,6 4,3 2,6 1,5 18,55 14,15
BADS 9,5 8,8 2,8 1,8 i 15,25 11,75
BATA 9,2 ;8,5 2,6 11,9 - -
BMADA S R |- - -
MEIDA 10,8 | 8,2 2,1 é 15,92 11,65
Cys 10,3 8,4 12,0 9,86 5,93
Cysh 11,9 9,15 | 9,04 3,72
PA 10,4 . 7,9 9,51 6,0
Met 9,7 22,13~ 4,37 2,1
MP - g : - -
MPur - ‘ i, P
EN 10,4 . 7,3 | 5,92 | 2,7
DIEN 9,9 19,1 4,3 8,9 4,7
TRIAN 9,9 9,2 | 6,71 3,3 12,1 7,7
TREN 10,3 9,7 | 8,6 14,6 8,3
PENTEN 10,2 29,7 19,1 8,6 16,24 8,2
PHEN 5,0 S o 6,5 6,4
Ac L 4,8 é ; 1,6 1,6
Basizitdtskonstante (K? ) = Kg L - [HXL]
N [ B
K1LZn Stabilitdatskonstante des 1 : 1-Chelats
K'1LG = "effektive" Stabilititskonstante des 1 : 1-Chelats bei

PH 7,4



-4 1
mol 1, 150

In Klammern sind die auf Ionen-

-3 -
Tabelle 9: Sofortige Hemmung. IO in 10 in 10 mol - 1 !
ko Regressionskoeffizient.

stdrke korrigierten Werte angeftihrt (vgl. hierzu Text).

¢ 75 : I1

1 f .k T LI © -k

? Ligand
' Io 750 . o . 750

i

. KDTA 0 75 0,29 | 54 ;170

| DTPA 50 | 30 i 0,48 : 30 | 16

. BADS - - - 2,8 | 270

| BATA . ' kein Binfluf :
BMADA | 1,8 | 1,2 ¢ 0,57 . - - -
MEIDA 0 3,6 1,7 | 0,45 é 1,1 0,68 . 0,38
- Cys 4T 4,7 T 0,30 1 9,6 | 5,2 0,41
| CysaA . 4,4 . 6,6 1 0,74 © 10,0 i T,0 . 0,35
A . 13,0 icallo 0,16 = - i - -
up 3,5 0,87 © 2,9 | 0,66 . 0,83
CMePur L - 1 - - g 9,0 0,37
. Met P % - - | kein finflus
. EN - L - - 2,8 | 4,0 (16)

. DIEN T R 3,3 1 7,0 (16)
CTRISN . - - < 0,5 & 3,7 (=)
CTREN. 0 - 1 - i - 8,0 6,2 (11)

0,20
0,40

0,27 (0,19)
0,22 (0,19)
0,13 (0,0 )
0,34 (0,26)

. PENTEN
PHEN
Ac

0,40

0,64

2,4

£ 100

1,3 (2)
' nicht meBbar

53

0,40 (0,35)

0,43

Puffer
?NaCl

CNH.C1
: 4

gPyridoxiné

70,0
60,0

3,0

| 24,0
'330,0

:>103

0,56
0,17

.02




Tabelle 10: Bestdndigkeit der CA-Praparate bei 37 ¢ pH 7,4,
Die Enzymaktivitdt ist in % der Ausgangsaktivitit
& = o) angegeben. Mittelwerte von 2 Bestimmungen.
t Inkubationsdauer.

i1

Rohenzym : G-75 g 1T

t HE - ml-1

6,7, 10 | 100 10 : 10

2> min % 100 1 115 115 g 424 | 10
0,5 h 115 2n 2 | 124 f 104

1w 89 , 127 | 123 123 § 114
" 65 . M4 127 1 127 ? 106

2
T 52 106 . 121 | 421 | 102
6

| " - 99 M8 2 | 105
28 v CooE 05 1 o | 102
o 70 01 - | 103
27 v I § 95,2
48 - 2 85 | 82




Tabelle 11: Bestdndigkeit der CA«Praparate bei Inkubierung

in 0,5 n CH;COONa-Lisung (37 °C und pH 7,4). Die
Aktivitdat ist in % der Kontrolle bei t = o ange-
geben. Als Kontrolle diente eine CA-Losung in

8 - 1077 mol * 1~ Phosphat-Puffer.

[E] = 3,2 - 1077 mol - 17
| Rohenzym 6-75 | 11 1z )
% % min 121 109
g 102 o7 112 112
0,5 n 9% | 105 ; 106 105
1 L 106 105 106 101
2 v 103 100 % 98
g 97 102 100 89
6 v 101 100 103 100
2 102 101 101 é 9
EO 98 - 97 -
%27 " - 105 N % -
4s 95 9% 87 -

10,05 n CH,COONa




Pabelle 12:

CA-II-Aktivitdt bei Inkubierung mit Naz—KDTA bzw.
NaB-DTPA, Inkubierungszeit
% der Kontrolle bei t = o. §§ = [TL1/LE].

: t. Enzym-Aktivitst in

\\\\ N Na..-KDTA Na.;~DIPA
i

v 10 | 107 (3.10° 11,6-10° | 0% 1071 3107 1,6-10
2 min 117 | 130 | 130 126 100: 1171 102 101
7 min 110 | 120 | 115 108 99 97 100 97
41 Std. 122 121 117 105 97 108 o1 79
o 105 i 9 o 77 1061 99, 87 86
6 0% | 9% 90 75 M6 108 99 82
oy 100 04 92 78 9% 93 86 76




Tabelle 13: Enzym-Aktivitdt nach 24 h Inkubierung a) bezogen auf
Kontrolle bei t = 0, b) bezogen auf maximale Aktivi-

?

tat wdhrend der Inkubierung. Die Konzentrationen sind

in mol - 17 angegeben.

% | 1 S5 i [E] | U | Aktivitds
: H : i a) b)

Rohenzym

57 Na2_ADTA : 3,2010— 5,2“10-7 /|05 105 408

37 NajCa-DTPA| o v Lo &

CA-G 775

2 3,207 1107 L9999

10° 97 79
,

3.2.1077 10 95 82
20 Na,-DTPA  3,2:107

20 %Na2-ADTA %5,2040'

20 | v 11,6:1077  11,6-10”

20 | v '7,2-107"

; 3,2:1077 10 97 73
55 Ne,dBRA 33100 534677 465 e &




Tabelle 14:

CA-II-Aktivitdt bei Inkubierung mit NaB—DTPA bzw.
Na. [Zn—DTPA] in Na-Barbital-Puffer (1 - 1072

mol ) bei 37 °C pH 7,40. Aktivitdt in % der
Kontroll-Aktivitdt bei t = o (Tab. 11).

[E] = 3,2 - 1077 mol - 17T,

Na.-DTPA s NaB[Zn—DTPA}

5

0% 110°  13.10° 0 10° . 102 a0®

24

110 . 97 . 113 ¢ 85 | 124 1g4
97 100 . 407 . 86 | 106 . ue
- - 102 § 97 % 101 é 104 § 122

100 % 9% 92 . a2 o3

103 93 % % . 9 ; 115 120

0 95 97, 90 - 10 122
9% 89 é 9 § 82 110 é 110
88 - 9% | 85 | & IR .
84 . o1 % 81 2 67 | 11 . 120




Tabelle 15: CA-IT-Aktivit8t nach 24-stindiger Einwirkung von

ADTA oder DTPA in % der Kontrolle (t = o).

Ay im 8 - 1072 mol - 17" Natriumphosphat-
Puffer; B: im 1 « 1072 mol - 17 Natriumbarbital-
Puffer. In Klammern ist die gleiche Aktivitat in
% der maximalen Aktivitdt angegeben.

, R L ..... U 104 105 Ba 105 , ,106 ) ,60406 :
EA | Na,-ADTA . 100(84) 104(80) 92(71) - 78(60)

. Nay-DTPA - 96(93) 93(%92) 86(86) - . 76(71)

. Nay-DIPA 95 89(88) 80(83) - 66 -

. B

NaBEZnoDTPA] - 111 - 120 -




Tebelle 16: CA-II-Aktivitat bei Inkubierung mit MAIDA in Phos-
ohat-Puffer pH 7,4 bei 37 °C. [E] = 3,2 - 107/
mol - 177, Enzymaktivitdt in % der Kontrolle fir

t:Oo

t Kontrolle [MAIDA]/[E]

' 3.10"  3.10° 3.10° 1,5:10" | 310"

% min. 97 .9 105 1109 92 1 100
.8 " 102 95 100 102 . 100 ! 9%
AL 101 104 409 02 - -

0,5h, - % 113 - 109 88 i 76
1" 100 + 109 101t 100 | 89 . 80

(Y

107 w99 101 80
. - - - e e
"103 103 95 . 88 . - -
‘ ' _ 57
" % 101 9% - 8 8 . - . -
v g 98 % 9% ' 2 43

N B¢ ) S N
1
1
\N
=

.t’lé (h) - : - .- ‘ - 6,0 9 ’

* "
Alte MAIDA-LGsung.



Tabelle 17: CA-II-Aktivitdt bei Inkubierung mit MAIDA in Na-
Barbital-Puffer pH 7,4 bei 37 °C. [E] = 3,2 - 107/
mol - 177, Enzymaktivitdt in % der Kontrolle fir
t = o,

[MAEIDAL/LE]

1,5-107 | 6.10 1,5:10° ¢ %107

0,1 101 Sk f 100 =T
0,75 93 98 ¢ 8 | eg
3 69 57 6 20
59 37 B 9
7 w9 D 2p L 5,1
; 24 % 21 5 5,1 0 | 0

S 64 3,0 . 2,0 1,5 |




Tabelle 18: CA-II-Aktivitdt bei Inkubierung mit BATA hei pH 7,4,
37 °C in Phosphat-Puffer. [E] = 3,2 - 1077 mol - 1~
Enzymaktivitdt in % der Kontrolle fiir t = o.

[(BATAl/LE]

2.10 6-10% 1 4,5.107 | 3.10%%

|7 min 9% 116 s 146
Nz o 87 103 § 124 130
' 1,5 h .80 § oY % 120 14
u o Y 108 g 86
7 g 70 f 73 § M | 68
o4 o g 56 65 § 6l | 54
27 vl se 1 sp 1 ag s

B2 () % ~ 32 2 16,2 é 13,7 % 5,2




Tabelle 19: CA-II-Aktivitat bei Inkubierung mit PHEN bel pH 7,4,
27 % in 1 - 107° mol - 17 Natriumbarbital-Puffer.
[E] = 32 - 1077 mol - 1™, Enzymaktivitat in % der
Kontrolle fiur t = o.

? . [PHEN] /[ E]
3.10° L 6.107 § 1,5.10% | 3.0
10 min | 112 . o8 | 111 | 110
15 " 88 98 93 85
1,5 h 95 8% 84 80
4 v 93 102 77 59
19 " 82 ! 77 55 22
?26 : 69 65 40 12
j28 " 68 68 39 92,6




Tabelle 20: CA-Aktivitdt vor und nach Fraktionierung iber
Sephadex Gel G-25 in % der Ausgangsaktivitdt.

[E] = 3,2 - 1072 mol - 177, [MUIDA] = 5 - 1072
mol - 177, (PHEN] = 1 . 1072 mol - 177, Inku-
bierungsdauer bei pH 7,4: 17 - 24 h und bei
pH 5 1 h; 37 °C.
| g . Aktivitit
L ; pH i Zn-Zusatz
: vorher . nachher
| MAIDA 7.4 : _ 1-5 88 - 95
" 5,0 - 53 93
| 1 o 7.4 + : 5 95
. PHEN 7.4 - 24 § 90
" 5,0 * : 0,1 § 90
s LR 59 85

1)Vor Fraktionierung; %-facher und 2-facher UberschuB im Falle
von MAIDA bzw. PHEN.

2 -1

2Nzn*™) =5« 1072 o1 - 1.



Tabelle 21: Enzymaktivitdt (% der Ausgangsaktivitédt) bei der
Herstellung der 65Zn—markierten CA.

Priparationsschritt : Aktivitat
nach PHEN-Inkubation 0,
nach PFiltration iUber G 25 92
nach Entsalzung 114
nach Gefriertrocknung 27




Tabelle 22: Inaktivierung von 65Zn-CA bei 24-stiindiger Inku-

bation (37 °C pH 7,4) in Phosphat-Puffer. Vertei-
lung der Radioaktivitédt auf die verschiedenen

Fraktionen nach Frzktionierung liber Gel Sephadex

G-25. [E] = 3,2 - 1072 mol - 17, [MAIDA] =

5. 1072 mol - 177, [PHEN) =1 - 1072 mol - 177,

In XKlammern ist die Radioaktivitat in % der eluilerten

Radioaktivitat ausgedrickt.

Radiocaktivitdt (Imposec_q)

L 2 Hemmung 5 . é :
(%) f Aufgetragen .eluiert é E % L
| METDA %8 48 B9 4 (%) 48 (98%)
. PHEN 66 % . 93 35 (38%) | 58 (62%)
EPHEN

76 1159 . 162 40 (25%) 122 (75%)




Tabelle 275:

Ingktivierung von nicht markierter CA und nach

Zusatz von 652n—markiertem Zn-Acetat.
Erklarung s. Text.

Radiogktivitat (Imposec—q

| PHEN

L Hemmung :
(%) ' berechnet i gefunden
| MATDA | 95 29 26 (90%)

8% | 141 113 (80%)




Tabelle 24: Molekulargewichtsbestimmung nach Whitaker (1963):
Abhdngigkeit des Elutionsvolumens V vom Moleku-
largewicht (MG) fir verschiedone Eichproteine
und fiir dle zu bestimmenden Substanzen. Saule:
$ 1,5 x 140 cm aus Sephadex Gel G-200; Eluierung
mit 5 - 10™2 molarem NH, -Acetat-Puffer pH 7,0;

T = 25 °C,
Substanz v v/ G log MG
(ml) VO
Blue Dextran | 91 (V) [1,000 | 2-10° -
Chymotrypsin 195 2,147 22500 4,352
Pepsin 174 1,916 35500 4,550
Ei Albumin 170 1,839 45000 4,65%
Serum Albumin 134 1,478 70000 4,845
“ 0

Ay 126 1,288 89000 4950
Arg 164 1,806 43000 4. 632
CA-II 190 2,09% | 32000 4. 480




Abb. 1 : Schematische Darstellung der MeBapparatur fir die Be-
stimmung der Enzymaktivitat. pH = pH-Meter; I = Im-
pulsomat; D = Dosigraph; S = Schreiber; Mb = Mikro-
burette; KT = Kdltethermostat; K = Schlangenkiihler;

R = Gas-MeBrohr; H = Vertcilungsh.hn; G = Titriergce-
faB mit eingebauter Glasfritte F; L = NaOH-Leitung;
M = MeBelektrode; B = Bezugelektrode; T = Thermometer.
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Abb. 2: Beispiel einer enzymatischen Bestimmung. Geschwindig-
keit der nicht katalysierten Reaktion (Vo), der kata-
lysierten Reaktion (Vk) und der enzymatischen Reaktion
(VE)O (1) und (2) sind die der nicht katalysierten bzw.
katalysierten Reaktion entsprechenden Kurven.
Versuchsbedingungen: 1 pug Rohenzym; T = © OC; Substrat
15 1 - h'q; Reaktionsvolumen: 25 ml 8 - 1072 molarer
Phosphat~-Puffer pH 7,4.
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Abb. 3: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten VE bzw. VO
vom pH. 2 wg Rohenzym; T = 0,5 °C; Substrat 15 1 - h~";
Reaktionsvolumen: 25 ml 8 - 1072 molarer Phosphat-Puf-
fer pH 7,4.
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Abb. 4: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten von der
Temperatur. Kurve (1): V07 Kurven (2) und (3): Vg
fir das Rohenzym bzw. Isoenzym-II. 1 pg Enzym; T = 6 OC;
Substrat 15 1 - h-q; Reaktionsvolumen: 25 ml 8 - 1072

molarer Phosphat-Puffer pH 7,4.
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Abb. 5: Darstellung des Temperatureffekts nach Arrhenius (vgl.
Abb. 4). Kurve (1): VO; Kurve (2) und (3): Vg fir das
Rohenzym bzw. Isoenzym II.
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Abb. 6: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten VE bzw.
Vo vom Reaktionsvolumen. 1 pg Rohenzym; T = 6 OC;
Substrat 15 1 - h™'; 8 * 10”2 molarer Phosphat-Puffer

pH 7,4.
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Abb. 7: Abhiangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten VE bzw. Vo von
der DurchfluBgeschwindigkeit des Substratgemisches
CO2 + Ngo 2 ug Rohenzym; T = 0,5 OC7 Recktions-
volumen: 25 ml 8 - ’IO-5 molarer Phosohat-Puffer pH 7,4.
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Abb. 8: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit VE von
der Konzentration des Rohenzyms bei verschiedenen
Puffer-Konzentrationen. pH 7,4; T = 6 OC; Substrat-
zugabe 15 1 - h_q; Reaktionsvolumen 25 ml. [Phos-
phat-Puffer] in mol - 1771, (1) 25 (2) 3,5; (3) 5;

(#) 8; (5) 15; (6) 30.
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Abb. 9: Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit VE von der
Konzentration des Puffers. [E] = 1 ug;
T = 6 °C; Substrat 15 1 - h—/l; Reaktionsvolumen: 25 ml;
pH 7.4.
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Abb. 10: Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit VE von der

Tonenstirke nach Debye-Hiickel. [E] = 1 pug; T = 6 °C;

Substrat 15 1 - h_1; Reaktionsvolumen: 25 ml; pH 7,4.
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Abb. 11: Chromatographische Auftrennung von 5 mg Rohenzym uber
DEAE-Cellulose. Aufgetragen ist die Ninhydrin-Farbung
des Eluats. Sdule @ 1,5 x 20 cm. Linearer Elutions-
gradient des Phosphat-Puffers:(1): 5 - 1072 - 5 ¢ 107
molar; (2) 5 - 1072 = 5 - 10™ molar; pH 6,8.

2
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Abb. 12: Chromatographische Auftrennung von 50 mg Rohenzym iber
DEAE-Cellulose. Aufgetragen sind die Extinktion ("LBK-
Uvicord") und die Enzymaktivitdt von Jje 3 ml Eluat.
Sdule: @ 1,5 x 20 cm. Linearer Elutionsgradient des
Phosphat-Puffers: (1) 5 » 1072 = 5 . 4072
(2) 5+ 1072 = 5 - 10" molar, pH 6,8.

molar;
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Abb. 13: Absorptionsspektrum einer 0,1%igen Enzymldsung in
5 . 10”2 molarem Phosphat-Puffer pH 6,8.
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Abb. 14: Extinktion der Peaks IT und III von Abb. 12 bel ver-
schiedenen Wellenlangen. &: 280 mu; » : 253,7 mu;
¢ : im "ILKB-Uvicord'" registrierte Extinktion; & : 410 mp.
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Abb. 15: Chromatographische Auftrennung von:

1)

2)

5 mg Rohenzym iliber Sephadex G-75. Sdule @ 1,5 x 90 cm.
Eluierung mit 5 - 40_3 molarem Phosphat-Puffer pH 6,8.

von je 5 mg der Gel-Fraktionen A und B und des Roh-
enzyms Uber DEAE-Cellulose. Sdule ¢ 1,5 x 20 cm.
Linearer Elutionsgradient des Phosphat-Puffers: (1)
5.10°2 -5 . 10°° molar; (2) 5 - 10°° = 5 . 107
molar; pH 6,8.

Aufgetragen ist die Ninhydrinfarbung des Eluats.
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Abb. 16: Chromatographische Auftrennung von 50 mg Rohenzym iiber
Sephadex G-7/5. Aufgetragen sind die Extinktion bei 280 mu

und die Enzymaktivitdt von je % ml Eluat. Sdule &
1,5 x 90 cm; Eluierung mit 5 - 40—3 molarem Phosphat-
Puffer pH 6,8.
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Abb. 17: Chromatographische Auftrennung von 500 mg Rohenzym
uber Sephadex G-75. Aufgetcagen sind die Extinktion
bei 280 mp und die Enzymaktivitat von je 3 ml Eluat.
Sdule ¢ 1,5 x 130 cm. Eluierung mit 5 - ’IO_5 molarem
Phosphat~-Puffer pH 6,8.
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Abb. 18: Vergleich des DEAE-Cellulose-Chromatogramms (1) mit

dem Cellogel-Elektropherogramm (2).

(1) Chromatographie von 2,5 mg Isoenzym II iiber DEAE-
Cellulose. Aufgetragen ist die Ninhydrin-Farbung
des Eluats. Sdule: @ 1,5 x 20 cm. Linearer Elu-
ierungsgradient des Phosphat-Puffers:

5 - 1072 - 5 - 1072 molar: pH 6,8.

(2) Cellogel-Elektrophorese von 0,1 mg Isoenzym II. Auf-
getragen ist die Amidoschwarz-Farbung der Streife.
Na-Veronal-Puffer 5 - 1072 molar, pH 9,0, 0,3 mA - cm
Laufzeit © h.

1.
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Abb. 19: Chromatographische Auftrennung des Isoenzyms III iber
DEAE-Cellulose. Aufgetragen ist die Ninhydrin-Farbung
des Eluats. Entsalzung: (1) Bio Rad-Verzdgerungsharz
AG 11 A8 (1,1 mg Enzym) und (2) Dialyse (1,6 mg Enzym).
Saule @ 1,5 x 20 cm. Linearer Eluierungsgradient des
Phosphat-Puffers: 5 « 1072 - 5 - 10™° molar, pH 6,8.
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Abb. 20: Chromatographische Auftrennung einer keimfreien (1)
bzw. keimhaltigen (2) Isoenzym-II-Ldsung iber DEAE-
Cellulose. Aufgetragen ist die Ninhydrin-Farbung des
Eluats. 1 mg Isocenzym II. S8ule @ 1,5 x 20 cm. Line-
arer Eluierungsgradient des Phosphat-Puffers: 4 - ’IO—5 -
5 . 107° molar, pH 6,8. Das Enzym wurde 18 Stunden bei
37 °¢ in verdiinntem Phosphat-Puffer (1 - 10" < molar,
pH 6,8) mit bzw. ohne Zusatz von HCCl3 inkubiert.
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Abb. 21: Abhangigkeit der Geschwindigkeit der enzymatischen
Reaktion von der Enzym-Konzentration flr verschiedene
CA-Praparate (vgl. hierzu Abb. 8 fiir das Rohenzym).

7 = 6 °C; Substrat 15 1 - h™'; Reaktionsvolumen: 25 ml

8 - 10™2 molarer Phosphat-Puffer pH 7,4.



mvalH*-min™'-10 7?2

16

256 512 768 10,24 1280 mol-1~1:10”

14 1

12 |

o

[ o]

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 pg-25mi-!
Enzym- Konzentration —e

0



Abb. 22: Effektive Stabilitatskonstante K’ILZn verschiedener
Chelatbildner als Funktion des pH.
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Abb. 23: Abhangigkeit der Enzyminaktivierung und des pZn von
der Ligandkonzentration [L]t bei konstanter Enzym-
konzentration. Weitere Erklarungen s. Text.
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Abb. 24: Schematische Darstellung des Inkubierungsgefisses.
Erklarung im Text.
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Abb. 25: Soforthemmung der CA-G75 durch verschiedene Chelat-
bildner. [E] =~ 5,5 - 1079 mo1 - 177 (0,5 ug in
25 ml).
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Abb. 26: Soforthemmung der CA-II durch verschiedene Chelat-
bildner. [E] = 6,4 - 10710 po1 - 177 (0,5 ug in
25 ml).
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Abb. 27: Soforthemmung der CA-II durch Polyamine. Die ge-
strichelten Kurven (und offenen Symbole) geben die

Inaktivierung nach Korrektur der Ionenstarke wieder
(vgl. Text). [(E] = 6,4 - 10770 mo1 - 177,
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Abb. 28: Soforthemmung der CA-II als Funktion der Konzen-
tration von Phosphat-Puffer, Ac, NaCl bzw. NH4Cl
(Kurve A) und Pyridoxin - HC1 (Kurve B). [E] =

6,4 » 10719 no1 . 177,
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Abb. 29: Soforthemmung und VE der CA-II in Abhangigkeit von
der verbrauchten NaOH-Menge (bedingt durch die Carba-
matbildung der Polyamine). Weitere Erklarungen im

Text. [(E] = 6,4 « 10719 po1 - 177,
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Abb. 30: Soforthemmung (IO) der CA-II und CA-G75 als Funktion

von KﬂLZn“
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Abb. 31: Soforthemmung (IBO> der CA-II und CA-G75 als Funktion
von KJILZn‘ Die offenen Kreise entsprechen den der
korrigierten Werte flir Polyamine (Erkl&rung im Text).
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Abb. 32: NaOH-Verbrauch durch Polyamine als Funktion ihrer

Konzentration im TitriergeféB. Die gestrichelte Kurve
weist eine Steigung 1 auf.




15

(@}
1

NaOH - Verbrauch (mval-10" %) —e=
(&3]

0 hadl T T v T I
0 4 8 12:107° mol- ("
Polyaminkonzentration ——amm—




Abb. 33:

Abnahme der Enzymaktivit8t (in % der Xontrolle fiir
t = o) bei Inkubierung mit MAIDA. Bei [L1/[E] =
1,5 - ’lO4 wurde in Phosphat- und Veronalpuffer,
sonst in Veronalpuffer inkubiert. [E] = 3,2 - 1077

mol « 17, Puffer: 1 - 1072 mol - 17, pH 7,4, 37 °C.
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Abb. 34: Abnahme der Enzymaktivitdt (in % der Kontrolle fir
t = 0) bei Inkubierung mit verschiedenen S-haltigen
Tiganden. [E] = 3,2 - 107/ mol - 17 ; [T1/[E] -

3 . 105 (auBer fir CysA1>: 6 - 105); Phosphat-Puffer:
8 - 1072 mol - 17, pH 7,4 37 °C.
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Abb. 35: Abnahme der Enzymaktivitdat (in % der Kontrolle fiir
t = 0) bel Inkubierung mit PHEN bei pH 7,4.
[E] = 3,2 - 1077 mol - 171, Veronal-Puffer: 1 ° 1072
mol - 171, pH 7.4 37 °C.
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Abb. 36: Abnahme der Enzymaktivitdit (in % der Kontrolle fiir

0) bei Inkubierung mit PHEN bei pH 5,0.

+t =
[E] = 3,2 « 1077 mol - 17, Na-Acetat-Puffer:

1+ 107% mol - 177, 37 °C.
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Abb. 37: Abhangigkeit der sog. Bruttohalbwertszeit der Enzym-

inaktivierung (t’l/2) vom LigandiiberschuBl. pH = 7,4,

wenn nicht anders angegeben. [E]l = 3,2 - 1077 mo1 - 177
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Abb. 38: Enzymsktivitdt (in % der Kontrolle fiir t = 0) als
Funktion des Ligandiberschusses. Die gestrichelte
Kurve gibt flir ADTA die Enzymaktivitdt in % der
wahrend der Inkubation erreichten maximalen Akti-
vitdt (s. Text) wieder. (E] = 3,2 - ’IO—: mol - 177,
Phosphat-Puffer: 8 - 1072 mol - 171, pH 7,4; 37 °C.
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Abb. 39: Abnahme der Enzymaektivitdt (in % der Kontrolle fiir
t = 0) bei Inkubierung mit Zn-Acetat. Die gestrichel-
ten Kurven geben die Aktivitdt nach Abzug der Gleich-
gewichtsaktivitat fiir [Zn]/[E] = 3 bzw. 6 - 10
wieder. [E] = 3,2 - 1077 mol - 177 Veronal-Puffer:

4« 1072 mol - 1771, pE 7,4; 37 °c.
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Abb. 40: Enzymaktivitat als Funktion des Zn-Uberschusses.
Die gestrichelte Gerade gibt die Enzymaktivitit
der Zn-freien CA nach Zusatz von 7zntt wieder (nach
Lindskog und Malmstrém (1962)). [E]l = 3,2 - 10~

mol - 1_q; Veronal-Puffer: 1 - 1072 mol - 1-1,

pH 7,4; 37 °C.
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Abb. 41: Chromatographische Auftrennung der CA-II (nach Ein-
wirkung von MAIDA) iiber Sephadex Gel G-25. Saule:
@ 2,0 x 40 cm; Eluierungsmittel: 4 - 10—3 molarer
Phosphat-Puffer pH 7,4. Inkubierungsbedingungen:
[E] = 3,2 - 1072 mol - 17; [METDA] = 5 - 1072 mol-1"
Na-Veronal-Puffer: 41 » 107° mol - 17, pH 7,4; 37 °C,
24 h. Fei Inkubation im Phosphat-Puffer entfdallt der
Puffer-Peak.

1,

b
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Abb. 42: Absorptionsspektrum einer 5 - 10_5 molarem MAIDA-
bzw. Zn-MAIDA-LOsung in 4 - 10™2 molarem Na-Phos-
phat-Puffer pH 7,4. [2nl/[MAIDA] = 1.



—o— Na - MAIDA

Zn - MAIDA

2.0

1,6

T
8’
o

12 -

~—— UOIIYUI}X3]

0.4 -

300

220

Wellenlange —%



Abb., 4%: Absorptionsspektrum und Differenz-Spektrum einer
5 - 1072 molaren PHEN- bzw. Zn-PHEN-Ldsung in

& . 10”2 molarem Na-Phosphat-Puffer pH 7,4.
(znl/[PHEN] = 2.
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Abb. 44: Chromatographische Auftrennung von 65Zn-markierter
CA-II (nach Einwirkung von MAIDA) iiber Sephadex Gel
G-25. Sdule: @ 2,0 x 40 cm. Fluierungsmittel:
4 - 1072 molarer Fhosphat-Puffer, pH 7,4. Inku-
bierungsbedingungen: [E] = 3,2 - 1072 mol - 1-4;
[MAIDA] = 5 » 1072 mol - 1”7, Phosphat-Puffer:

8 - 1072 mol - 17V, pH 7,4; 37 °C, 48 k.
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Abb. 45: Chromatographische Auftrennung von 65Zn—markierter
CA-ITI (nach Einwirkung von PHEN) {iber Sephadex
Gel G-25. S8ule: @ 2,0 x 40 cm. Eluierungsmittel:
4 - 1070 molarer Phosphat-Puffer pH 7,4. Inkubierungs-
bedingungen: [E] = 3,2 . 1077 mol - 1—4; [PHEN] =
A+ 4072 mol - 177, Phosphat-Puffer: 8 . 107>
mol - 177, pH 7,4; 37 °C, 24 n.
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Abb. 46: Chromatographische Entsalzung der CA durch das Ionen-
verzdgerungsharz Bio Rad AG 11 A 8: Beseitigung des
Phosphat-Puffers.
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Abb. 47: Eichkurve der Molekulargewichtsbestimmung mittels
Gel-Filtration nach Whitaker (1963). (Vgl. Text).




2,4

2,0 -
K
16
12
4,0

4,5
log MG —m

50




Abb. 48: Beziehung zwischen Enzymaktivitat und Absorption
in 4 - 1072 molarem Phosphat-Puffer pH 7,4. Eichkurve.




08 -
oo/ o
oo
To,s -
o
E
o -
~
C
2
%04 -
£
x
w
o /o
0,2 1
1 oo
O L v ¥ T L L]
10 20 30 - 40 50 60

1,0

Enzymaktivitdt (mval H*: min™' - ml™" ) —a=

70




