Februar 1968 KFK 764

Institut fir Strahlenbiologie

Uber die chromatographische Auftrennung sowie Aktivierung und

Inaktivierung der alkalischen Phosphatase aus Hiihnerdarm

H. Schiissler







Reprinted from
Biochimica et Biophysica Acta
Elsevier Publishing Company
Amsterdam 383
Printed in The Netherlands

BBA 65090

UBER DIE CHROMATOGRAPHISCHE AUFTRENNUNG SOWIE
AXKTIVIERUNG UND INAKTIVIERUNG DER ALKALISCHEN
PHOSPHATASE AUS HUHNERDARM

HELGA SCHUSSLER
Institut fiir Strahlenbiologie, Kevnforschungszentrum, Kavlsvuhe { Deutschiand)

(Eingegangen am 18.September, 1967)

SUMMARY

T he chromatographic separation, the activation and inactivation of alkaline phosphatase
from chicken intestine :

A procedure for purification and separation of four isoenzymes of alkaline
phosphatase (orthophosphoric monoester phosphohydrolase, EC 3.1.3.1) from chieken
intestine is described. Gel filtration on Sephadex G-200 and ion-exchange chromato-
graphy on DEAE-Sephadex A-25 with NaCl-gradient in Tris buffer were used.-In
the presence of Mg?+ all four of the isoenzymes are activated, while Na,H,EDTA
inhibits them in a-two-step process. This result provides further proof that two metal
atoms per enzyme molecule are present. Only one of the isoenzymes is inactivated
by Na,CaEDTA. Since the other three phosphatases are not inhibited by Na,CaEDTA;
it is supposed that Ca?t is exchanged for Zn?+ and that the calcium phosphatases-are
more active than the original enzymes.

EINLEITUNG

Die alkalische Phosphatase (Orthophosphorsiure Monoester Phosphohydrolase,

EC 3.1.3.1) ist sowohl in tierischen als auch pflanzlichen Geweben weit verbreitet und
ient hiufig als Objekt fiir Untersuchungen iiber die Aktivierung und Inaktivierung
der enzymatischen Katalyse durch Metallionen und Chelatbildner. Allerdings sind
wegen der mangelnden Reinheit der Enzympriparate und der unterschiedlichen
Verunreinigungen hiufig eindeutige und reproduzierbare Ergebnisse kaum mdglich.
AuBerdem konnten mehrere Autoren!~? nachweisen, da die alkalische Phosphatase
bei Chromatographie an Ionenaustauscher-Cellulose oder bei Elektrophorese sich als
heterogen erweist und eine Auftrennung in Isoenzyme moglich ist. Es schien sehr
wahrscheinlich, daf} diese chromatographisch trennbaren Enzyme sich auch bei der
Hemmung und Aktivierung verschieden verhalten und daB folglich die Gewininung
chromatographisch einheitlicher Enzymiraktionen eine wesentliche Voraussetzung
fiir eine Untersuchung {iber die Einwirkung von Metallionen bzw. Chelatbildner ist.
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Da eine aus Hithnerdarm gewonnene Phosphatase als weitgehend gereinigtes Priparat
im Handel ist, kommt ihrer Reindarstellung und Auftrennung, die bis jetzt, soweit
uns bekannt ist, noch nicht beschrieben ist, groBere Bedeutung zu.

In der vorliegenden Arbeit wird eine Methode zur priparativen chromato-
graphischen Auftrennung eines kommerziell erhiltlichen Phosphatasepriparates aus
Hiihnerdarm in vier Isoenzyme angegeben. Das Verhalten der gewonnenen Enzyme
bei Einwirkung von Mg2+- und Ca2+-Ionen sowie von Athylendiamintetraessigsiure
(EDTA) wird beschrieben.

MATERIALIEN UND METHODEN

Alkalische Phosphatase aus Hithnerdarm von Worthington Biochemical Cor-
poration, Freehold, N.]J. Sephadex G-25 fein, G-100, G-200 und DEAE-Sephadex
A-25 von der Deutschen Pharmacia, Frankfurt. Biochemica-Test-Combination fiir
alkalische Phosphatase TC-P von Boehringer, Mannheim. Alle iibrigen Chemikalien
von Merck, Darmstadt.

Die chromatographischen Trennungen erfolgten unter sterilen Bedingungen in
einem Kiihlraum (4°). Die Pufferlésungen und Dextrangele wurden 20 Min bei 120°
autoklaviert. Zur Priifung auf Keimfreiheit wurden 0.1 ml der Losung auf Agarplatten

aufgetragen und 24 Std bei 37° inkubiert.

Gelfiltration itber Sephadex G-200

200 mg des Rohenzyms wurden in 15 ml o.01 M Trispuffer, der einen Salzgehalt
von 0.05 M NaCl und einen pH-Wert von 8.0 hat, gelost, auf eine Sdule von G-z00
(2.5 cm X 120 ¢m) aufgetragen und mit dem bereits genannten Puffer eluiert. Das
Eluat wurde mit einem Fraktionssammler in 3.0 ml-Fraktionen aufgefangen, in denen
die Absorption bei 280 my, die enzymatische Aktivitit und der Kohlenhydratgehalt
bestimmt wurden. Die Fraktionen mit hoher enzymatischer Aktivitit wurden gesam-
melt und iiber Tonenaustauscher-Sephadex weiter aufgetrennt. Die Gelfiltration iiber
G-100 wurde entsprechend ausgefiihrt. (

Chromatographische Trennung itber DEAE-Sephadex A-25

Das durch Gelfiltration vorgereinigte Enzym wurde auf eine Sdule von DEAE—
Sephadex A-25 (2.0 cm X 120 cm), die 10 Std mit dem Anfangspuffer (0.01 MTris-}-
0.05 M NaCl) vorgespiilt worden war, aufgetragen. Als Elutionsgradient diente 0.01 M
Trispuffer (pH 8.0}, dessen NaCl-Gehalt von 0.05 bis 0.16 M linear anstieg. Die GroBe
der Fraktionen betrug 3 ml. Es wurden die Absorption bei 280 myu und die enzymatische
Aktivitdt nach den beiden angegebenen Methoden bestimmt. Die Fraktionen einer
Komponente mit hoher Enzymaktivitit wurden gesammelt und rechromatographiert.

Rechromatographie

Um die getrennten Enzyme rechromatographieren zu kénnen, wurden sie durch
Gelfiltration iiber eine Siule von Sephadex G-25 fein (3 cm X 40 cm) wieder in den
Anfangspuffer iiberfithrt. Die Enzymlésung wurde dann ohne vorhergehendes Ein-
engen auf eine A-25-Siule aufgetragen und mit dem oben genannten Gradienten
rechromatographiert.
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ALKALISCHE PHOSPHATASE 385

Bestimmung der enzymatischen Aktivitit

(A) Die enzymatische Aktivitit bestimmten wir nach der Methode von BESSEY,
Lowry UND Brock® mit p-Nitrophenylphosphat als Substrat in Glycinpuffer (Test-
16sung von Boehringer & Sthne, Mannheim): 0.0z ml Enzyml6sung wurden in 1.0 ml
Substratlosung bei 37° inkubiert. Nach 30 Min wurde die Reaktion mit 10 ml 0.05
M NaOH abgestoppt und die Absorption des freigesetzten p-Nitrophenol bei 400 my
bestimmt.

(B) Die Bestimmung hoher Enzymaktivititen erfolgte nach der Methode von
GAREN UND LEVINTHAL®. Als Substrat diente eine 5 mM p-Nitrophenylphosphatlésung
in o0.01 M Trispuffer, der 1 mM Magnesiumacetat enthielt. Der Verlauf der Hydrolyse
bei pH 10.2 innerhalb 1 Min durch o0.05 ml Enzymlosung bei 25° wurde bei 400 my
gemessen und automatisch registriert.

Bestimmung des Kohlenhydratgehalts

Der Koblenhydratgehalt der Enzymldsung wurde in je 0.5 ml einer Fraktion
mit Anthron nach der Methode von LoEwus!® bestimmt. Durch Inkubieren der
Reaktionslésung bei 100° konnte die Empfindlichkeit des Nachweises erhoht werden.
Nachweisgrenze: 5 p/ml.

Bestimmung des Proteingehalts
Der Proteingehalt der Fraktionen wurde durch Messung der Ultraviolett-Ab

sorption bei 280 my in 1 cm-Kiivetten bestimmt. Nach dem Rechromatographleren
wurde der Proteingehalt durch die Messung der Intensitit der Ninhydrinfirbung nach
alkalischer Hydrolyse bestimmt (HIrs, MOoORE UND STEINY!). 0.5 ml einer Probe
wurde mit 1.0 ml 2.5 M NaOH 2.5 Std bei go° hydrolysiert, mit 0.3 ml Essigsiure
conc. neutralisiert und mit 1.0 ml Ninhyd]rinlosungl2 versetzt. Nachdem die Reaktions-
16sung 15 Min auf 100° erhitzt und mit 2.0 ml 509, Athanol verdiinnt wurde, bestlmm-
ten wir die Extinktion bei 570 mg.

Messung der Aktivierung bzw. Inaktivierung durch Metallionen oder Chelatbildner

Um die Einwirkung von Metallionen und Chelatbildnern auf die alkalische
Phosphatase zu priifen, wurde die Enzymbestimmung nach GAREN UND LEVINTHAL®
ausgefithrt. Zur Substratlésung (5 mM p-Nitrophenylphosphat in 0.01 M Tris pH 10.0)
wurde die entsprechende Menge der zu priifenden Substanz angegeben. Der Verlauf
der Hydrolyse bei 30° durch 0.1 ml Enzyml6sung wurde bei Gegenwart von Metallionen
nach 1 Min eine Minute lang und bei Einwirkung von Chelatbildnern nach 2z Min zwei
Minuten lang verfolgt und registriert.

ERGEBNISSE

Chromatographische Auftrennung

Als ersten Schritt fiir die Reinigung des Rohenzyms benutzten wir die Gel-
filtration. Wird Sephadex G-100 fiir diese Trennung verwendet, so hilt das Dextrangel
nur geringe Mengen an Verunreinigungen zuriick, und das Enzym Wird mit der Haupt-
menge der Verunreinigungen ohne Verzégerung eluiert. Benutzt man hingegen zur
Gelfiltration Sephadex G-200, so wird eine Trennung der Hauptmenge des verun-
reinigenden Ultraviolett-absorbierenden Materials und des Kohlenhydrats von dem
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Abb. 1. Gelfiltration von 200 mg alkalischer Phosphatase (Rohenzym) iiber Sephadex G-zo00
(2.5 cm X 200 cm).

Enzym erreicht (s. Abb. 1). Der erste Peak (Frakt. 50-65) enthilt bei sehr geringer
enzymatischer Aktivitit groBe Mengen an Kohlenhydrat und zeigt starke Absorption
bei 280 mu. Ein zweiter kleiner Peak der Ultraviolett-Absorption (Frakt. 72—94) hat
nur einen geringen Gehalt an Kohlenhydrat, jedoch hohe enzymatische Aktivitit.
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Abb. 2. Auftrennung des vorgereinigten Enzyms iber DEAE-Sephadex A-25 (2.0 cin X 120 cm)
mit einem NaCl-Gradienten von 0.05 bis 0.16 M in 0.01 M Trispuffer von pH 8.c.
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ALKALISCHE PHOSPHATASE 387
Das Maximum des Aktivitdtspeaks tritt erst auf, wenn der gr6Bte Teil des Ultraviolett-
absorbierenden Materials €luiert ist.

Da beim Gefriertrocknen eine starke Denaturierung des Enzyms aufirat, wurde
die vorgereinigte alkalische Phosphatase ohne vorhergehendes Einengen auf eine
Sdule von DEAE-Sephadex A-z5 aufgetragen und mit einem NaCl-Gradienten in
Tris-Puffer vom pH 8.0 eluiert (s. Abb. 2). Eine geringe Enzymmenge wurde unter
diesen Bedingungen nicht absorbiert. Mit Anstieg des Gradienten beginnt die Elution
des Enzyms, das sich in diesem Verfahren in 4 Peaks auftrennen 148t. In den Frak-
tionen, die maximale Enzymaktivitit zeigten, konnte mit der Anthronmethode kein
Kohlenhydrat mehr nachgewiesen werden. Alle vier Isoenzyme, die mit AP I, AP 11,
AP IIT und AP IV bezeichnet werden, lieBen sich in dem gleichen Trennsystem rechro-
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Abb. 3. Rechromatographie der getrennten Phosphatasen iiber DEAE-Sephadex A-25 (2.0 cm X
120 cm) mit einem NaCl-Gradienten von 0.05 bis 0.16 M in 0.01 M Trispuffer von pH 8.o0.
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Abb. 4. 2. Rechromatographie von AP III iiber DEAE-Sephadex A-25 (2.0 cm X 120 cm) mit.
einem NaCl-Gradienten von 0.05 bis 0.086 M in o.01x M Trispuffer von pH 8.0.

matographieren und eluieren in der gleichen Reihenfolge mit steigender Salzkonzen-
tration (s. Abb. 3). Da die Fraktionen nur noch geringe Ultraviolett-Absorption hatten,
wurde der Proteingehalt mit der Ninhydrinmethode nach alkalischer Hydrolyse be-
stimmt. Dabei zeigte sich, daB die alkalische Phosphatase III und IV noch Verun-
reinigungen von Proteinen aufwies, die mit einer Salzkonzentration von etwa 0.1 M
von der Siule eluiert wurden. Durch nochmaliges Chromatographieren iiber DEAE-
Sephadex A-25 mit einem Gradienten, dessen Endkonzentration von 0.16 M auf
0.086 M NaCl herabgesetzt worden war, lieB sich auch die alkalische Phosphatase IT1,
die den grofiten Anteil an der Gesamtaktivitit hat, als chromatographisch einheit-
liches Enzym erhalten (s. Abb. 4).

Aktivierung und Inakitvierung

Um zu priifen, ob die vier erhaltenen Isoenzyme Unterschiede in ithren enzy-
matischen Eigenschaften aufweisen, wurde die Einwirkung von Magnesium- und Cal-
ciumacetat sowie von den Natrium- und Calciumverbindungen der EDTA auf die Ak-
tivitit der Enzyme bei pH 10.0 untersucht. ,

1 Aqurro xre In A atic~rha
Durch Zusatz von Magnesinmacetat zur Substratlésung wird die enzymatische

Hydrolyse aller alkalischen Phosphatasen beschleunigt (s. Abb. 5). Die stirkste Akti-
vierung erfdhrt AP I, bei der die Anfangsgeschwindigkeit der hydrolytischen Spaltung
den 18-fachen Wert der Kontrolle annimmt. Im Gegensatz zu den {ibrigen alkalischen
Phosphatasen wird bei AP ITI mit 0.1 mM Magnesiumacetat bereits das Maximum der
Aktivierung erreicht. Bei weiterer Erhchung der Salzkonzentration tritt eine Abnahme
der Aktivitit ein. Die Steigerung der Katalyse von AP IT und IV durch Magnesium-
acetat ist bedeutend geringer als die bei AP I und III; am schwichsten ist die Akti-
vierung des Rohenzyms.

Biockim. Biophys. Acta, 151 (1968) 383-393
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Abb. 5. Einwirkung von Magnesiumacetat auf alkalische Phosphatase bei pH 10.0.

Abb. 6. Einwirkung von Na,H,EDTA auf alkalische Phosphatase bei pH 10.0.

In Gegenwart von Na,H,EDTA wird die Katalyse aller alkalischen Phospha-
tasen gehemmt, und zwar ist der Verlauf der Inaktivierungskurve mit znnehmender
Konzentration an Chelatbilduer sehr dhnlich (s. Abb. 6). Bei einer Konzentration von
I uM Na,H,EDTA betrédgt der Aktivititsverlust aller alkalischen Phosphatasen etwa
209,. Bei Erhthung der Chelatbildnerkonzentration auf 5 yM tritt eine starke Hem-
mung auf, die bei den einzelnen Isoenzymen einen unterschiedlichen Wert erreicht
und bis zu einer Konzentration von 0.5 mM Na,H,EDTA unverindert bleibt. Erst
wenn der Gehalt an Chelatbildnern tiber 0.5 mM ansteigt, tritt bei allen Enzymen
erneut ein weiterer Abfall der Aktivitit ein. Das Rohenzym zeigt bei 50 uM noch
keinen Aktivititsverlust, erst oberhalb von 0.1 mM Na,H,EDTA tritt eine Hemmung
von 309, auf, die dann bei einer Konzentration von 5 mM Na,H,EDTA 909, erreicht.

Die einzelnen Enzyme weisen ein sehr unterschiedliches Verhalten bei der Ein-

wirkung von Na,CaEDTA auf (s. Abb. 7). Nur AP III wird durch das Calciumchelat
der EDTA stark gehemmt. Diese Hemmung tritt aber erst bei Konzentrationen auf,
die um eine Grofenordnung hoher liegen als die des Natriumsalzes und erreicht eben-
falls bei 1 mM einen Wert von etwa go%,. AP I und II werden mit 0.1 mM Na,CaEDTA
geringfiigig aktiviert, bei Erhohung der Chelatbildnerkonzentration geht diese Akti-
vierung jedoch wieder zuriick. AP IV zeigt bei Einwirkung von Na,CaEDTA eine
Aktivierung, die ab 0.1 mM meBbar ist und bei 1 mM das 2.3-fache der Ausgangs-
aktivitit erreicht. Na,CaEDTA bewirkt bei dem Rohenzym eine bedeutend stirkere
Aktivierung als bei AP IV, bei 1 mM ist die Hydrolysegeschwindigkeit des Rohenzyms
6 mal so groB wie bei der Kontrolle.

Um zu untersuchen, inwieweit diese Effekte auf der Wirkung des Ca?* beruhen,
wurden Messungen in Gegenwart von Ca2+, jedoch bei Abwesenheit von EDTA durch-
gefiilirt. Dabei ergab sich fiir alle alkalischen Phosphatasen mit Ausnahme der AP III
eine Aktivierung, die bei 1 mM Ca?** etwa das Dreifache der urspriinglichen Aktivitit
erreicht und somit nur ein Zehntel der Aktivierung betrigt, die durch Mg+ bewirkt
wird. Die enzymatische Katalyse des AP III wird durch Ca?* nicht beeinfluit.

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 383-393
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Abb. 7. Einwirkung von Na,CaEDTA auf alkalische Phosphatase bei pH 10.0.
Abb. 8. Einwirkung von Ca?+ auf alkalische Phosphatase bei pH 10.0.

W eitere Eigenschaften

- Das Verhalten der vier Enzyme gegeniiber Anderungen des pH-Wertes ist weit-
gehend dhnlich. Im neutralen pH-Bereich zeigen sie nur geringe enzymatische Aktivi-
t4t, die mit Anstieg des pH-Wertes bis auf 10.2 stark zunimmt. Denaturierung der
alkalischen Phosphatasen tritt sehr schnell beim Ansduern wie auch beim Gefrier-
trocknen der neutralen und alkalischen Enzymlosungen ein.

DISKUSSION

Das Molekulargewicht der alkalischen Phosphatase wird nach den bisherigen
Bestimmungen mit 80 000 angegeben®!3. Den gleichen Wert fanden wir auch nach
der Methode von WaITAKER:15, Mit dem fiir diesen Bereich empfohlenen Dextrangel
Sephadex G-100 konnte aber keine Trennung zwischen héhermolekularen Verun-
reinigungen und Enzym erzielt werden, wie auch Csopak!é bei Anwendung des gleichen
Trennverfahrens auf alkalische Phosphatasepriparate aus Bickerhefe zeigen konnte.
Ein Grund dafiir kann die starke Assoziation des Enzyms an Verunreinigungen, be-
sonders an Kohlenhydrate, sein. Bel der beschriebenen Trennung iiber Sephadex
G-zoo enthielt der erste Peak geringe enzymatische Aktivitit, die von kleinen Mengen
an Verunreinigungen assoziierter Enzyms oder von aggregierten Enzymmolekiilen
herrithren kann. Vergleichbar mit diesem Ergebnis ist die Auftrennung der alkalischen
Phosphatase aus Rindergalle (PETERLIKY). Die in der Auftrennung iiber DEAE-
Sephadex nachgewiesene Heterogenitit der alkalischen Phosphatase kann auf Grund
der Gelfiltration nicht auf unterschiedlichem Molekulargewicht beruhen; auch die
Moglichkeit, dafBl unterschiedlicher Kohlenhydratgehalt das Vorhandensein von
Isoenzymen bewirkt, wie es von PORTMANNI8 angenommen wird, mul} ausgeschiossen
werden. Es ist vielmehr anzunehmen, daB geringe chemische Anderungen in der Se-
quenz des Enzyms, die evtl. auch durch die Aufarbeitung des Priparats hervorgerufen
werden konnten, vorliegen.

Biochim. Biophys. Acia, 151 (1968) 383—393
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Die aktivierende Wirkung der Mg?*+ auf verschiedene alkalische Phosphatasen
ist schon vielfach nachgewiesen worden®.%-1%—3_Von CLARK UND PoRTEUS? wie auch
von PLOCKE UND VALLEE? wurde gezeigt, daBl es nicht méglich ist alkalische Phos-
phatase, die mit EDTA inaktiviert wurde, allein mit Mg?+ zu reaktivieren. Dies ist nur
durch Zugabe von Metallionenpaaren wie Zn** und Mg?**, Co*+ und Mg?*, Zn?** und
Co?* oder Mg?** und Co?+ moéglich. Eine Steigerung der enzymatischen Aktivitit durch
Magnesium ist nur bei dem nativen Zn-haltigen Enzym zu erzielen. Da alle vier von
uns isolierten Isoenzyme durch Mg?+ aktiviert werden kdnnen, miissen sie alle bereits
als Bestandteil ihres Molekiils zweiwertige Metallionen enthalten. Damit ist auch die
Annahme von CLOETENS2425 sowie CLARK UND PORTEUS® bestéitigt, daB zur Entfaltung
der vollen Aktivitdt auBer den zur Aufrechterhaltung der Struktur notwendigen Me-
tallen noch weitere metallbindende Gruppen besetzt sein miissen. Die geringe Akti-
vierung des Rohenzyms, aber auch von AP IT und AP IV, kénnte ihren Grund darin
haben, daB die metallbindenden Gruppen bereits durch Fremdionen besetzt oder aber
fiir Magnesium schwer zugénglich sind.

Auch die Untersuchung der Inakt1v1erung durch Na,H,EDTA fiihrt zu der
Annahme, da8 das Rohenzym noch viele Fremdionen enthilt. Da zunichst die nicht
an Protein gebundenen Metallionen durch EDTA abgefangen werden, mu3 die Kon-
zentration an Chelatbildnern, die einen meBbaren- Abfall der Aktivitit verursacht,
bedeutend hoher sein als bei den gereinigten Enzymen. Die Abhédngigkeit der Inak-
tivierung der gereinigten alkalischen Phosphatasen von der Na,H,EDTA-Konzen-
tration bei pH 10.0 zeigt zwei Stufen (s. Abb. 6). Der erste Verlust der Aktivitit aler
gereinigten Enzyme tritt bei einer Konzentration von 5 gM auf; und eine weitere
Hemmung wird bei >0.5 mM gemessen, die dann 9o, erreicht. Diese zweistufige
Kurve legt die Annahme nahe, daBl die isolierten alkalischen Phosphatasen pro Mole-
kiil zwei Metallatome mit unterschiedlicher Stabilititskonstante enthalten. Dabei
konnte es sich entweder um zwei verschiedene Metallatome handeln oder um zwei
gleiche Metallatome, deren Bindung an das Protein verschieden stark ist. Da bereits
von Kun1Tz2 nachgewiesen wurde, daB die alkalische Phosphatase des Hithnerdarms
ein Zinkenzym ist, liegt es nahe die Ergebnisse dieser Versuche in Analogie zu den
Befunden von PLOCKE UND VALLEE® sowie SCHLESINGER UND BARRETT® bei der
alkalischen Phosphatase aus Escherichia coli zu deuten, daB nimlich pro Enzymmole-
kil zwei Zinkatome gebunden werden. Geht.man von der Annahme aus,; daB die
Enzymaktivitit dem Zinkgehalt proportional ist, so miiBte nach Entfernung des
ersten Zinkatoms noch 50%, Aktivitit vorhanden sein. Bei allen gereinigten Enzymen
tritt aber eine Hemmung auf, die groBer als 509, ist. Daraus kann man schlieSen,
daB das Zink nicht nur eine Rolle im enzymatischen ProzeB spielt, sondern—da es eine
Quervernetzung im Molekiil bildet—auch von Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung
der Struktur ist. Durch Entfernen eines' Zinkatoms konnte sich die Konformation
verschieden stark dndern, und zwar in Abhingigkeit davon, in welchem MaBe sie durch
weitere Quervernetzungen, wie Disulfid-, Salz- oder Wasserstoffbriicken oder hydro-
phobe Bindungen stabilisiert sind. Da die Erhaltung der Struktur durch das umgebende
Medium und durch Fremdstoffe stark beeinfluBt wird, kann durch Entfernen eines

- Zinkatoms auch eine schwichere Inaktivierang auftreten. Unsere Resultate werden
durch Arbeiten und Ergebnisse von SCHLESINGER iiber die alkalische Phosphatase
aus E.coli unterstiitzt. In diesen Untersuchungen!® wird die Siauredenaturierung stu-
diert, die unter Freisetzung des Zinks verlauft, und zwar stellt diese Inaktivierung
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ebenfalls wie bei der Einwirkurig von Na,H,EDTA einen zweistufigen ProzeB dar.
Bei weiteren Versuchen? iiber die Aktivierung einer mutationsverdnderten Form der
alkalischen Phosphatase, die kein Zink enthélt, wird keine Korrelation zwischen ge-
bundenem Zink und erhaltener Aktivitit, sondern eine Abhidngigkeit des Aktivitits-
grades bei einer konstanten Zinkkonzentration von dem pH-Wert und der Ionen-
konzentration gefunden. Diese Ergebnisse fithren auch zu der Ansicht, daB die wesent-
liche Aufgabe des Zinks die Aufrechterhaltung der nativen Konformation ist.
Weiteren AufschluB iiber das Metall im Molekiil der alkalischen Phosphatase

geben-die Versuche iiber die Einwirkung von Na,CaEDTA. In diesem Fall tritt nur
bei AP III eine Inaktivierung auf, wihrend die anderen drei Isoenzyme eine geringe
Aktivierung zeigen. Eine Inaktivierung durch Na,CaEDTA sollte nur dann mdglich
sein, wenn das Metall eine hohere Affinitdt zu EDTA hatals Ca?+. Da bei den Versuchen
mit Na,H,EDTA gezeigt werden konnte, dall die Stabilititskonstanten des Metall-
proteinkomplexes in den vier gereinigten Enzymen ungefihr gleich ist, mufl man an-
nehmen, daB nicht nur bei AP III das urspriingliche Metall aus dem Enzymmolekiil,
sondern auch bei den anderen Enzymen entfernt wird. Im Gegensatz zu AP III scheint
bei den anderen Isoenzymen ein Ersatz des Zinks durch Calcium ohne Verlust der
enzymatischen Aktivitit méglich zu sein. DaBl diese Erhaltung der Aktivitit nicht
auf einer Aktivierung von nativem Enzym durch Ca?t beruhen kann, wodurch die
Inaktivierung durch EDTA kompensiert wiirde, ergibt sich aus den Versuchen iiber
die Einwirkung von Ca?*, Um eine meBbare Aktivierung zu erreichen, muB eine Ca?*-
Konzentration von 10 uM vorliegen, die aber bei der Einwirkung von Na,CaEDTA
wegen der hohen Stabilititskonstanten und bei Annahme eines Austausches von Ca?+
gegen das Zink wegen der niedrigen Enzymkonzentration nicht erreicht wird. So bleibt
nur die Erklirung, daB bei den alkalischen Phosphatasen auBer bei AP III bei Ein-
wirkung von Na,CaEDTA das Zink im Enzym gegen Calcium ausgetauscht wird und
daB die Calcium-phosphatase etwas hohere Aktivitit als das native Enzym zeigt. Die
Aktivierung des Rohenzyms erklirt sich durch Komplexierung von Fremdionen und
gleichzeitigen Ersatz von Calcium. .

=% In. dieser Arbeit wird gezeigt, wie stark die Verunreinigungen eines Enzym-
priparates die Ergebnisse bei Priifung der enzymatischen Eigenschaften verfilschen
konnen und daB der Grad der Aktivierbarkeit und Hemmung vom Reinheitsgrad ab-
hiingt. Die vierisolierten Isoenzyme aus der alkalischen Phosphatase des Hithnerdarms
zeigen Unterschiede in ihrem Verhalten gegen Metallionen und Chelatbildner. Auf
Grund der beschriebenen Versuche kann angenommen werden, daB jedes Enzym-
molekiil zwei Metallatome, wahrscheinlich Zink, enthilt, die sich durch die Festigkeit
ihrer Bindung an das Protein unterscheiden. Aus dem Verhalten der alkalischen
Phosphatasen gegen Metallionen und Chelatbildner kann man schlieBen, da die we-
sentliche Aufgabe der Metallionen die Stabilisierung der Proteinstruktur ist.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wird eine Methode zur Reinigung und Trennung von vier Isoenzymen aus
alkalischer Phosphatase von Hithnerdarm mittels Gelfiltration tiber Sephadex G-zoc
und anschlieBender Ionenaustauscherchromatographie itber DEAE-Sephadex A-25
mit einem NaCl-Gradienten in Trispuffer angegeben. Alle vier Isoenzyme werden in
Anwesenheit von Mg?+ aktiviert, wihrend Na,H,EDTA bei allen Enzymen einen
InaktivierungsprozeB hervorruft, der in zwei Stufen verlduft und damit einen weiteren
Beweis fiir das Vorhandensein von zwei Metallatomen pro Enzymmolekiil liefert. Bei
einer Phosphatase erfolgt durch Na,CaEDTA ebenfalls Verlust der enzymatischen
Aktivitit. Drei der alkalischen Phosphatasen zeigen bei Einwirkung von Na,CaEDTA
keine Hemmung. Es mull angenommen werden, daB in diesen Fillen Zink gegen Cal-
cium ausgetauscht wird und daf die Calcium-Phosphatase eine etwas héhere Aktivitit
als das native Enzym hat.

.
-
=
=
b=
S
—
c
el

1 A. L. GRossBERG, E. H. HARRIS UND M. ScrLAMOWITZ, Arck. Biochem. Biophys., 93 (1961)

237
~

. LanDAU UND M. ScHLAMOWITZ, A¥ch. Biochem. Biophys., 95 (1961) 474.

. W. Moss, Biochem. J., 94 (1965) 458.

. W. Moss unND E. J. King, Biochem. J., 84 (1962) 192.

. ENGSTROM, Biochim. Biophys. Acta, 52 (1961) 36.

. J. BEHAL uND M. CENTER, Arch. Biocchem. Biophys., 110 (1965} 500.

. Dasicue unp O. W. NEURAUS, J. Biol. Chem., 241 (1966) 415.

. A. BessEy, O. H. Lowry uND M. J. Brock, J. Biol. Chem.; 164 (1946) 321.
. GAREN UND C. LEVINTHAL, Biockim. Biophys. Acta, 38 (1960) 470.

. A. Loewus, Anal. Chem., 24 (1952) 219.

. H. W. Hirs, S. MoorE UND W. H. STEIN, J. Biol. Chem., 219 (1956} 623.
Moore Unp W. H. STEIN, [J. Biol. Chem., 211 (1954} 907.

13 M. J. ScHLESINGER UND K. BARRETT, J. Biol. Chem., 240 (1965} 4284.

14 J. R. WHITARER, A#al. Chem., 35 (1963) 1950.

15 A. A. LEacH UnD P. C. O’'SHEA, J. Chromatog., 17 (1965) 245.

16 H. Csorak, Acta Chem. Scand., 18 (1964) 2414.

17 M. PETERLIK, Monatsh. Chem., 96 (1965) 1261.

18 P. PORTMANN, Z. Physiol. Chemdie, 309 (1957) 87.

19 J.C. MaTHIES, J. Biol. Chem., 233 (1958) 1121.

20 S. TRuBowITz, D. FELDMAN, S. W. MORGENSTERN UND V. M. Hunt, Biockem. J., 80 (1961)

Hoo

S\O 0O\ Utk w N
»OogH

O H

I
I2

—RY

369. .
21 D. J. Procke UND B. L. VALLEE, Biochemistry, I (1962) 1039.
22 D. J. PLockE, C. LEVINTHAL UND B. L. VALLEE, Biochemistry, 1 (1962) 373.
23 B. CLARK UND J. W. PorRTEUS, Biochem. J., 95 (1965) 475.
24 R.CLOETENS, Biochem. Z., 308 (1941) 37.
25 R. CLOETENS, Biockem. Z., 310 (I1941) 42.
26 M. Kunirz, J. Gen. Physiol., 43 (1960) 1149.
27 M. J. SCHLESINGER, J. Biol. Chem., 241 (1966} 3181I.

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 383-393






