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On fractionnc la totalit4 des hydrolysats par dlectrophorkse 2+ pH 6,5, & 26 V/cm, en 2 h 40 
(voir fig. 7 e t  10).  Les fractions TB-y 2/6-S1 (neutre) et TB-y 2/6-S2, 53, S4, S5 (basiques) sont 
CluCcs, puis testies quant B leur puretC, en vuc de leur analpse de structure. TB-y 2/6-S1 (neutrc) 
et TB-y 2/6-S2 (14ghrement basique) sont fractionn6s encore en S l / l ,  S 1 / 2 ,  S 1/3, S 1/4 ct 
S 2/1, S 2/2, S 2 / 3 ,  par dlectrophorkse 2+ pH 2, & 26 V/cni, en 2 h 30 (voir fig. 7) 

Les fractions TB-y 2/5-S1 (neutre) et TB-y 2/5-S2 (kgckement basique) sont Cgalement 
fractionnies par dlectrophorkse 8. pH 2, dans les m&mes conditions; ellcs donnent respectivement 
S l/l, S 1/2,  S 1/3, S 1/4 e t  S Z / l ,  S 2/2, S 2/3 .  Les fractions TB-y 2 / 5 - S 3  ct  S4 e t  S5 sont ba- 
siques. 

d) Hydvolyse par la chymotrypsine. 1,7 mg de TB-y 2/5 sont dissous dans 0,9 in1 du tampon 
acdtatc-carbonate d’ammonium 0 , 0 5 ~ ,  de pH 8, contenant 100 p g  de chymo 
WORTHINGTON, lot CD576 - 81. Aprk 26 h d’incubation, l’hydrolysat aci 
ddbarrasse comme plus haut de l’acitate et du  formiatc d’ammonium, est fractionnk par Clectro- 
pliorkse & p1-I 6 5 ,  26 V/cm, durant 3 h, en TB-y 2/5-CH1 (ncutre) e t  TB-y ZjS-CHZ (basique). 

4. Quelques exemples de dosages (& la ninlzydrine) dcs ac. antine’s d e  peptides issus des hydrolyses 
partielles, voir tableau 12. 

Nous rcmercions lc FONDS NATIONAL SCJISSE ~ l i  L A  RECHERCHE SCIENTIPIQUE qui a pcrmis 
la rCalisation d’une partie importante de ce travail, ainsi que la maison F. HOFFMANN-I~A ROCHE 
& CIE A Bile, dont l’aide a pcrmis de l’achever. 

SUMMARY 

Two basic strepogenins have been isolated from a tryptic hydrolysate of casein, 
and their structures have been established. 

We propose for the one (TB-y 2/5) the sequence H. Ala. Glm. Pro. Val. Pro. 
Tyr. Ala. Pro. Pro. Val. Glm. Arg. OH and for the other (TR-y 2/6) the sequence 
H. Val. Glm. Val. Leu. Pro. Pro. Pro. Val. Pro. Glm. Lys. OH. 
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221. Zur biochemischen Kennzeichnung der Phosphomonesterasen im 
Schwanzgewebe der Xenopus-Larve 

von H. P. von Hahn, B. Niehus und R. Weber 
(22. VlII. 60) 

I. Einleitung. - Wahrend die Phosphomonoesterasen im Saugetiergewebe 
bcreits ausfiihrlich bearbeitet worden sind (siehe z. B. ROC HE^)), ist iiber die ge- 
naueren kinetischen und biochemischen Eigenschaften dieser Enzymgruppe im 
Gewebe der Amphibien noch wenig bekannt. Dies gilt besonders fur das Schwanz- 
gewebe der Amphibienlarve, welches als Model1 fur die Untersuchung der Biochemie 
der Morphogenese vie1 Verwendung findet. Im Verlaufe unserer Arbeiten uber das 
I’erhalten der Phosphornonoesterasen im Schw7anz der Xenopw-Larve z, 3, 4, erschien 

l) J.ROCHE, in ((The Enzymes)), cd. J.B.SUMNER & ICMYKBACR, Xcad. Press Inc., Publ. 

2, K. WEBER, J. WEBER & B. NIEHUS, Helv. physiol. pharmacol. Acta, im Druck. 

4) B. NIEHUS & H. P.v. HAHN, Helv. physiol. pharmacol. Acta 78, C33, 1960; H. P.v. HAHN, 

New York 1950, 473. 

K. WEBER & B. NIEHUS, Helv. physiti. phamacol. Acta, im Druck. 

ibid. 18, C80,  1960. 
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es angezeigt, die kinetischen Verhaltnisse der Phosphatase-Aktivitat im sauren 
pH-Bereich genauer abzuklaren. 

Die vor kurzem von l3ELLINI 5, veroffentlichten Ergebnisse uber Phosphatasen 
im Schwanz der Larve von Bufo vulgaris weichen nun aber erheblich von unseren 
Befunden am Schwanz der Xenopus-Larven ab, und zwar sowohl hinsichtlich des 
Verhaltnisses der Aktivitat von saurer zu alkalischer Phosphatase als auch in bezug 
auf die Wirkung von Mg++. Es sollen daher die Befunde von BELLINI mit den unseren 
verglichen, und dann besonders aber die Frage nach der Anwesenheit zweier ver- 
schiedener saurer Phosphatasen im Schwanzgewebe diskutiert werden. 

11. Methoden. - 1. Tiermaterial: Die 8-10 Wochen alten Larven von Xenoflus Zaeuis DAUD. 
stammen aus der Zucht des Zoologischen Instituts Bern. Die Tierc werden in einer Losung 1 : 5000 
des Narkotikums MS 222 (SANDOZ) betaubt und der gauze Schwanz im After amputiert. Die 
Schwanze werden sorgfaltig ausgeblutet, mit Filterpapier vom anhaftenden Wasser befreit und 
auf einem Objekttrager gewogen. Das Schwanzgewicht bctrug 40-60 mg. 

2. Homogenate: Die frisch gewogenen Schwanze werden mit der 34fachen Menge eiskalter 
10-proz. Saccharose mit 0 , 0 0 1 M  Komplexon 111 in glasernen POTTER-Homogenisatoren zerriebcn. 
Diese Homogenate werden stets frisch verwendet. 

3. Substrat: Substratstammlosung : 0 , 0 5 ~  Na-P-Glycerophosphat (SIGMA CHEMICAL Co.,  
St.Louis, Miss./USA) in dest. Wasser. 1 Teil Substratstammlosung wird mit 1 Teil Puffer ge- 
mischt. Fur die pH-Reihen wurden folgende Puffersysteme verwendet : 

a) pH 2,s-5,2 : Acetatpuffer nach R A U E K ~ ) .  Endkonzentration im Ansatz 0,05111. 
b) pH 3,5-9,3 : MICHAELIS-Puffer (Veronal, Acetat, Oxalat, HCl) nach R A U E N ~ ) .  Eudkon- 

c) pH 7,9-11,O : Glycinpuffer nach R A U E N ~ ) .  Endkonzentration 0 , 0 2 ~ .  
Alle pH-Stufen wurden vor jedem Ansatz mit einem METROHM-pH-Meter kontrolliert. Bei 

Versuchen mit Effektorcnzusatz werden diese (MgCI, und NaF) dem Substratgemisch beigegcbcn. 
4. Phosphatase-Bestimmung: 30 pl Substrat-Puffer-Gemisch werden mit 30 pl Homogenat 

3 Std. bei 40" inkubiert. Die Umsatzkurve verlauft linear bis 4 Std. (WEBER & NIEHUS~)) .  Die 
Rcaktion wird durch Zugabe von 60 pl 5-prOZ. eiskalter Trichloressigsaure gestoppt. Nach 5 Min. 
Zcntrifugieren (18000 g) wird vom Uberstehenden eine Stichprobe von 100 p1 cntnommcn und 
in ihr das freie anorganische Phosphat kolorimetrisch nach KUTTNER & COHEN 7, bestimmt: Man 
gibt unter Mischen 200 pl 1,j-proz. Ammoniummolybdat in 2~ Schwefelsaure und dann 100 pl 
0.08-proz. Zinnchlorid zu und misst die Extinktion nach 30 Min. bci 710 mp (Unicam S. P. 600, 
400 p1 Mikrokuvetten) . Die Extinktionswcrte werden auf Grund ciner (linearen) Eichkurve in 
pMol Phosphat umgerechnet. Da sowohl Substratautolyse wic auch der Abbau endogener Sub- 
strate vernachlassigt werden konnen, muss einzig der endogene Phosphatgehalt des Homogenates 
als Korrektur bestimmt werden. Dam gibt man zuerst Trichloressigsaure zum Substrat und fiigt 
dann das Homogenat hinzu (to-Kontrolle). Dieser Wert muss dann von dcn Extinktionswcrten 
nach Inkubation abgezogen werden, um das durch Substratspaltung freigesctzte Phosphat zii 
erhaltcn. 

111. Ergebnisse. - 1. Verteilung der Phosphomonoesterase-Aktivitat im Bereich 
$H 2,8-11,O (ohne Ej'fektoren-Zusatz). Wie Fig. 1 zeigt, sind im Xenopus-Schwanz- 
gewebe zwei ausgepragte pH-Optima zu verzeichnen : eines im sauren Gebiet bei 
pH 3,9 und eines im alkalischen Gebiet bei pH 8,9. Bei pH 5-6 durchlauft die Kurve 
ein breites Minimum. Nach der bei Saugetieren ublichen Klassifizierung der Phospho- 
monoesterasen (ROCHE l)) sind unsere pH-Optima charakteristisch fur die Enzyme I 
(pH 8,9) und I11 (pH 3,9). Die bei Saugetieren haufigere saure Phosphatase I1 mit 
pH-Optimum um pH 5 scheint in unserem Material weniger aktiv zu sein als das 

zrntration 0,03111. 

5, L. BELLINI, Boll. SOC. Eustachiana 51, 31, 1958. 
6 ,  H. M. RAUEN, Biochemisches Taschenbuch, Springer-Vcrlag Berlin 1960. 
7, T. KUTTNER & H.R.COHEN, J. biol. Chemistry 75, 517, 1927. 
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Fig. 1. Abhungigkeit der Phosphomonoestevase-A ktivitiit 
im Schwanzgewehe von Xenopus-Larven vom p H .  Keine Effcktorcn zugcsetzt. 

A - A = mit  MICHAELIS-Puffer 0 -- 0 - mit Arctatpuffcr 0-0 = mit Glycinpuffcr 

Fig. 2. Wirkung van 0,011~ Mg'+ und 0,011~ F- auf dae Phosphomonoestevace-Aktzvzlaf 
am sawen pH-Gebaet. Acetatpuffcr 

0- -0 = ohne Bffektoren 0-0 = mit Mg++ A-.-A = rnit F- 

Enzym 111. Es  gilt nun zu zeigen, dass wir es hier bei pH um 4 und pH um 5 wirklich 
mit zwei verschiedenen Enzymen und nicht mit der Restaktivitat des gleichen 
Enzyms zu tun haben. Dies sollen die folgenden Versuche rnit Effektoren und die 
Restimmung der MrcHAELIs-Konstanten zeigen. 

B ~ ~ 1 . 1 ~ 1 5 )  hat ihre Bestimmungen rnit Phenylphosphat bei pH 4,2 und 9,6 vor- 
genommen und dabei fur die (nichtaktivierte) alkalische Phosphatase etwa 23% 
der Aktivitat der sauren gefunden (Schwanz beinahe ausgewachsener Larven von 
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Bufo vulgaris). Aus Fig. 1 l a s t  sich errechnen, dass bei Xenopus die Aktivitat bei 
pH 9,6 etwa 350°/0 derjenigen bei pH 4,2 betragt. Wir haben also erheblich mehr 
Aktivitat im alkalischen Gebiet als im sauren, wahrend bei BELLINI das Verhaltnis 
gerade umgekehrt liegt. 

Unterhalb pH 5 wird die Enzymaktivitat durch den MICHAELIS-Puffer teilweise 
gehemmt (gestrichelter Teil der Kurve in Fig. 1). Dies diirfte auf das in diesem 
Puffer enthaltene Oxalat zuriickzufiihren sein M ROC HE^)). Die unterschiedliche 
Hemmwirkung des Puffers bei pH 5 und pH 4 ist ein weiterer Hinweis darauf, dass 
wir es bei diesen pH-Werten mit der Wirkung zweier verschiedener Enzyme zu tun 
haben diirften. 

2. Die Wirkung von 0,01iv1 Mg++. Mg++ ist ein starker Aktivator der Phospho- 
monoesterasen im alkalischen Bereich (Enzym I). Das Enzym I1 sol1 nicht beein- 
flusst, das Enzym I11 dagegen gehemmt werden (ROCHE l)). 

Im Xenopus-Schwanz finden wir (Fig. 2) zwischen pH 3,4 und 4,3 25-50% Hem- 
mung, und zwischen pH 4,8 und 5,2 keine Wirkung. Im alkalischcn Gebiet (pH 9 4  
ergibt bereits 0 , 0 0 1 ~  Mg++ iiber 20070 Aktivierung (Tab. 1). 

Tabelle 1. ,4 ktzvierung der Phosphonzonoestevase durch Mg++ bei p H  9,5 (Xenopus-Schwanz). 
Glycinpuffer, Homogenat 1 : 70, 0 , 0 1 2 ~  Na-/3-Glycerophosphat 

Wir haben also in den drei pH-Bereichen (um 4, 5 und 9) starkeunterschiede in 
der Wirkung von Mg++. Die gemessenen Efiekte entsprechen ganz den fur Sauger- 
gewebe brschriebenen Verhaltnissen (siehe oben) und erlaubcn eine deutlichc Diffe- 
renzierung der Enzyme I,  I1 und I11 in unserem Material. 

Erstaunlicherweise hat BELLINI 5,  bei Wachstumsstadien von Bufo weder bei 
pH 9,6 noch bei pH 4,2 eine signifikante Wirkung von Mg++ (0,0211) gefunden. Die 
Aktivierung bei pH 9,6 betragt nur etwa lo%, die Hemmung bei pH 4,2 ist nur im 
spaten Vormetamorphosestadium (Stad. I1 von BELLINI), auch zu etwa loyo, fest- 
zustellen. 

F- 
I 

pH: 49 
Hemmung: 86 % 

L 
42 
71 % 

Fig. 3. Direhter Vergleich der F-- Wirkung auf die  Phosphornonoesteruse-Aktivitut 
bei p H  3,9 u n d  5,2. Acetatpuffer 

= Aktivitat ohne Zusatz = Aktivitat mit 0 , O l ~  F- 
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3.  Die Wirkung vo% 0,Ol M F- iwa sauren Gebiet, Der Effekt von F- auf Phospha- 
tase-Aktivitat ist im sauren Bereich nur fur das Enzym I1 (pH 5) eindeutig bekannt : 
es wird stark gehemmt. Fur das Enzym I11 (pH4) sind dieErgebnisse widersprechend 
  ROC HE^)). Wie Fig. 2 an den pH-Reihen zeigt, finden wir bei Xenopus eine fast 
totale Aktivitatshemmung unterhalb pH 4. Um pH 5 scheint die Hemmung weniger 
stark zu sein. Dieses Verhaltnis wird belegt durch die in Fig. 3 dargestellte Versuchs- 
anordnung, bei der fur die pH-Optima mit dem gleichen Homogenat die Aktivitat mit 
und ohne F- gemessen wurde: Der Abnahme der (ungehemmten) Aktivitat von 
pH 3,9 nach pH 5,2 steht die Zunahme der gehemmten Aktivitzt gegenuber, so dass 
bei pH 3,9 eine relativ vie1 starkere Hemmung resultiert. Auch dies scheint die 
Annahnie einer Differenzierung der Enzyme I1 und 111 in unserem Material zu unter- 
stiitzen. 

4. Die hlICHAELIs-Konstunten fur saure Phosplzutasen. Die Bestimmung 
der MIcIrAELIs-MENTEN-Konstanteii (K,) erfolgte in Acetatpuffer bei p H  4,15 und 
4,90. Die Auswertung der Diagramme nach LINEWEAVER & B U R K ~ )  ergab die in 
Tabelle 2 zusammengestellten Werte. Diesen ist zu entnehmcn, dass bei pH 4,15 K,,, 
etwa doppelt so gross ist wie bei pH 4,9, so dass offenbar fur den pH-Bereich mit 
grosserem Ausmass der Spaltung eine kleinere Affinitat zum Substrat anzunehmen 
ist. Der deutliche Unterschied in dcn l a s t  seinerseits auf dic Aiiwclsenheit von 
zwei Enzymen schliessen. 

Tabelle 2. Ahhiivgigkeit dcr Km vowz pF3 

Schwanzhomogenat 1 :SO in 10-proz. 
Rohrzuckerlosung + 0,01n1 Komplexon 
I11 . . . . . . . . . . . . . . .  

I Ansatz 

4,90 

Schwanzhomogenat 1 :SO in 10-proz. 
Rohrzuckerlosung -1 0,01 bzw. 0 , 0 0 1 ~  
Komplexon I11 . . . . . . . . . .  4.15 

3,236 & 0,33 G 

7,230 0,S4 6 

a) S.E. = Standard Error 1)) N = .Inzahl der Brstimmungvn 

IV. Diskussion und Schlussbetrachtung. - Fur Schwanzhomogenate von 
Xenopus-Larven haben wir mit Na-p-Glycerophosphat zwei ausgesprochene Maxima 
der pH-Aktivitatskurve nachgewiesen, und zwar liegen diese im alkalischen Gebiet 
um pH 9 (Phosphomonoesterase I) und im sauren Gebiet um p H  3,9. Dieses letztere 
Aktivitatsmaximum entspricht wahrscheinlich der Phosphomonoesterase 111 nach 
ROC HE^). Eine solche Annahme wird noch gestutzt durch die Ergebnisse mit Effek- 
toren (Mg++, F-), die ein fur die Phosphomonoesterase 111 typisches Verhalten 
erkennen liessen. Auf Grund der Wirkung von Mg++ und F- bei p H  5 lronnten wir 
iiberdies Anhaltspunkte dafiir gewinnen, dass im Xenopus-Schwanz noch eine weitere, 
vermutlich mit dem Enzym I1 nach ROCHE l) identische Phosphomonoesterase vor- 
kommt. 
______ 

8 )  13. LINEWEAVER & D. BURK, J. hmer.  &em. Sor.  56, 658, 1934. 
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Obwohl wir bei pH 5 eine kleinere Aktivitat gemessen haben, ist an diesempunkte, 
wie die Bestimmung der MICHAELIS-Konstante zeigt, die Affinitat des Enzyms zum 
Na-p-Glycerophosphat doppelt so gross wie in der Nahe des pH-Optimums von 3,9. 
Dies erlaubt den Schluss, dass vom pH-3,g-Enzym ganz erheblich grossere Mengen 
im Gewebe vorhanden sein mussen, damit trotz der geringeren Affinitat eine grossere 
Substratspaltung erzielt wird. 

Da auch BELLINI~) bei Bufo vulgaris ein pH-Optimum bei pH 4,2 gefunden hat, 
konnte man annehmen, dass im Schwanzgewebe der Amphibienlarven (Kaltbluter) 
die Phosphomonoesterase I11 uberwiegt, im Gegensatz zu den Geweben der Sauger 
(Warmbluter), wo das Enzym I1 vorzuherrschen scheint. 

Es ist daher unerwartet, dass BELLINI ganz im Gegensatz zu unseren hier be- 
schriebenen Ergebnissen mit Mg++ keine signifikante Effekte erhalten konnte. Be- 
sonders erstaunlich erscheint uns, dass sie bei pH 9,6 nur eine ganz geringfugige 
Aktivierung erhielt, wahrend wir mit erheblich kleineren Mg-Konzentrationen Ak- 
tivitatserhohungen auf uber 300% fanden. Auch im Bereich des sauren pH-Opti- 
mums, wo wir fur Enzym I11 eine deutliche Hemmung durch Mg++ fanden, erhielt 
sie keinen Effekt. Auffallend ist ebenfalls, dass die (nichtaktivierte) alkalische Phos- 
phatase bei Xenofius ca. die 4fache Aktivitat der sauren erreicht, wahrend sie bei 
Bufo kaum der sauren Aktivitat aufzuweisen scheint. Es fragt sich, ob darin ein 
artspezifischer Unterschied zum Ausdruck kommt, oder ob nicht z. B. die Verwen- 
dung verschiedener Substrate (Na-/I-Glycerophosphat bzw. Phenylphosphat) und die 
verschiedenen Methoden der Homogenisierung (Saccharose-Komplexon bzw. dest. 
Wasser als Suspensionsmedium) wenigstens teilweise dafur verantwortlich sein 
konnten. 

Ausgefuhrt mit Unterstutzung des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG 
DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG. 

SUMMARY 

The distribution of phosphomonoesterase activity in the tail tissue of larvae of 
Xenopus laevis has been determined in the pH-range 2.8-11.0. Two pH optima, at 
pH 3.9 and 8.9, were found. The optimum at pH 8.9 as well as the strong activation 
by Mg++. at this pH are characteristic for phosphomonoesterase I. By studying the 
effects of Mg++ and F- and determining the MICHAELIS constants, evidence was 
obtained for the presence of two more enzymes, acting at pH 3.9 and 5 respectively; 
they are assumed to correspond to the phosphomonoesterases I11 and 11, respectively. 
These results are compared with those obtained by BELLINI on larval tail tissue of 
Bufo vulgaris. 
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