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GENERAL INTRODUCTION.

The e a r l i e s t  r e f e r e n c e  t o  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  

p l a n t  o r  a n i m a l  t i s s u e s  was t h e  r e p o r t  b y  S u z u k i ,  Y o s h i -  

m u ra  a n d  T a k a i s h i  (1 9 0 7 )  t h a t  r i c e  a n d  wheat b r a n  e x t r a c t s  

d e c o m p o se d  p h y t i n  w i t h  t h e  l i b e r a t i o n  o f  i n o r g a n i c  p h o s ­

p h a t e .  P h y t i n  was a l s o  show n t o  b e  s p l i t  by  e x t r a c t s  o f  

c a l f - l i v e r  a n d  b l o o d ,  b u t  n o t  b y  m u s c le  o r  k i d n e y  b y  

M cCollum  a n d  H a r t  ( 1 9 0 8 ) .

The f i r s t  r e f e r e n c e  to  t h e  s p l i t t i n g  o f  a  p h o s p h a t e  

m o n o e s t e r  was t h a t  o f  L e v e n e  a n d  M e d ig r e c e a n u  (1 9 1 1 )  who 

show ed t h a t  e x t r a c t s  o f  p a n c r e a s ,  l i v e r ,  k i d n e y ,  h e a r t -  

m u s c le  a n d  i n t e s t i n a l  m u co sa  h y d r o l y s e d  n u c l e o t i d e s  w i t h  

t h e  p r o d u c t i o n  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  k i d n e y  a n d  i n t e s t i n a l  

m u co sa  a p p e a r i n g  t o  b e  t h e  m o s t  a c t i v e  s o u r c e s  o f  t h i s  

e n z y m ic  a c t i v i t y .

G l y c e r o p h o s p h a t e ,  a  s u b s t a n c e  w h ic h  h a s  come t o  be  

w i d e l y  u s e d  i n  e s t i m a t i o n s  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  was 

f i r s t  s h o r n  b y  G r o s s e r  a n d  H u s l e r  (1912.) t o  be  h y d r o l y s e d  

b y  a n i m a l  t i s s u e s , ,  t h e i r  r e s u l t s  i n d i c a t i n g  t h a t  k i d n e y ,  

i n t e s t i n e  and  l u n g  h a d  c o n s i d e r a b l e  g l y c e r p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y ,  l i v e r  m uch  l e s s  a n d  s p l e e n  o n l y  a  t r a c e  o f  a c t i v i t y .  

B lo o d ,  s k e l e t a l  and  h e a r t  m u s c l e  w e re  r e p o r t e d  t o  h a v e  no  

a c t i v i t y .  P l im m e r  (1 9 1 3 )  c o n f i r m e d  t h e s e  r e s u l t s  f o r  th e  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  e x t r a c t s  o f  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,



k i d n e y  a n d  l u n g  b u t  f o u n d  l i v e r  t o  h a v e  o n l y  s l i g h t  a c t i v i t y .  

He a l s o  f o u n d  t h a t  p h y t i c  a c i d  w as a t t a c k e d  o n l y  v e r y  s l o w l y ,  

i f  a t  a l l ,  b y  e x t r a c t s  o f  l i v e r  a n d  i n t e s t i n e  a n d  t h a t  t h e  

H a rd e n  a n d  Y oung e s t e r  was a t t a c k e d  b y  i n t e s t i n a l  e x t r a c t s .  

P l im m e r  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h e  h y d r o l y s i s  o f  so d iu m  e t h y l  

p h o s p h a t e ,  c a s e i n o g e n  an d  n u c l e i c  a c i d  p r e p a r a t i o n s  w i t h  t h e  

l i b e r a t i o n  o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  by  i n t e s t i n a l  e x t r a c t s .  

N e i t h e r  s o d iu m  d i e t h y l  p h o s p h a t e  n o r  h y d r o x y m e t h y l - p h o s p h i n i c  

a c i d  (HO.CHgPO^Hg), w h e re  t h e  p h o s p h a t e  g r o u p  w as a t t a c h e d  

t o  a  c a r b o n  a to m ,  was a t t a c k e d .

A l t h o u g h  t h i s  e a r l y  w o rk  w as c a r r i e d  o u t  w i t h  c r u d e  

t i s s u e  p r e p a r a t i o n s  an d  s o m e t im e s  im p u re  s u b s t r a t e s ,  w i t h  

o n l y  c r u d e  pH c o n t r o l ,  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h e  e x i s t e n c e  

i n  m am m alian  t i s s u e s  o f  enzym e s y s t e m s  c a p a b l e  o f  h y d r o l y s ­

i n g  many o r g a n i c  p h o s p h a t e  e s t e r s .

The s p l i t t i n g  o f  g u a n y l i c  a c i d ,  i n o s i n i c  a c i d  a n d  

p y r i m i d i n e  n u c l e o t i d e s  b y  e x t r a c t s  o f  k i d n e y  a n d  i n t e s t i n a l  

m u c o sa  was d e m o n s t r a t e d  by L e v e n e  a n d  M e d ig r e c e a n u  ( 1 9 1 1 ) .  

N e u b e r g  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  s t u d i e d  t h e  a c t i o n  o f  k i d n e y  e x ­

t r a c t s  on a  n u m b er  o f  p h o s p h o r u s  co m p o u n d s .  S u c r o s e  p h o s ­

p h a t e  (N e u b e rg  a n d  B e h r e n s ,  1 9 2 6 ) ,  d i p h e n y l  p h o s p h a t e ,  d i ­

p h e n y l  p y r o p h o s a t e  (N e u b e rg  a n d  W a g n e r ,  1 9 2 6 ) ,  m e t h y l - ,  

m e t h y l p r o p y l c a r b i n y l - , c e t y l - ,  a n d  c h o l e s t e r y l - p h o s p h a t e  a n d  

d i - o - c r e s y l -  a n d  d i - m - c r e s y l - p y r o p h o s p h a t e  (N e u b e rg  a n d



J a c o b s e n ,  1 9 2 8 )  w e r e  a l l  show n t o  be  a t t a c k e d .  K id n e y  e x ­

t r a c t s  w ere  shown by A kasw a (1 9 2 9 )  t o  h y d r o l y s e  a c e t o n y l - ,  

p r o p y l - ,  i s o p r o p y l - ,  p h e n y l - ,  b e n z y l - ,  c r e s y l - ,  d i e t h y l - ,  

d i g l y c e r y l -  a n d  d i c r e s y l - p h o s p h a t e .

J a c o b s e n  a n d  T a p a d in u s  (1 9 3 1 )  h o w e v e r  f o u n d  no  

h y d r o l y s i s  o f  m e n t h y l -  o r  d i m e n t h y l  p h o s p h a t e  b y  s h e e p -  a n d  

r a b b i t - l i v e r  a n d  k i d n e y  a l t h o u g h  b o m y l  p h o s p h a t e  w as s p l i t .

I t  was r e a l i s e d  a t  t h i s  t im e  t h a t  enzym es e x i s t e d  

w h ic h  s p l i t  m o n o e s t e r s  o f  a l c o h o l s  and  p h e n o l s  o f  t h e  ty p e  

( R - 0 ) 0 :P ( O H ) g ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e  R g r o u p  i n f l u e n c i n g  s p e c i f i ­

c i t y .  T h e s e  en zy m es  c a n  h y d r o l y s e  t h e  p h o s p h a t e  r a d i c a l  

f r o m  e i t h e r  a  p r i m a r y  o r  s e c o n d a r y  a l c o h o l i c  o r  p h e n o l i c  

h y d r o x y l  g r o u p .  P h o s p h o d i e s t e r a s e s  a r e  known w h ic h  s p l i t  

e s t e r s  o f  t h e  t y p e  (R-O)gOsP(OH) a n d  h a v e  b e e n  c l a s s i f i e d  a s  

d i s t i n c t  f r o m  t h e  p h o s p h o m o n o e s t e r a s e s  i n  m am m alian  t i s s u e s  

b y  R oche a n d  L a t r e i l l e  ( 1 9 3 7 ) .  T r i e s t e r s  o f  o r t h o p h o s p h o r i c  

a c i d ,  a l t h o u g h  v e r y  l a b i l e  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  a p p e a r  t o  be 

immune f r o m  e n z y m a t i c  a t t a c k  (R o c h e ,  1 9 5 0 J .  A l s o  f o u n d  i n  

l i v i n g  t i s s u e s  a r e  t h e  p h o s p h o a m id a s e s  a n d  a c y l p h o s p h a t a s e s  

w h ic h  h y d r o l y s e  p h o s p h a t e  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  a  p r i m a r y  am in o  

g r o u p  o r  a c y l  p h o s p h a t a s e s  r e s p e c t i v e l y .  B o th  o f  t h e s e  

enzym es c a n  b e  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  p h o s p h o - m o n o e s t e r a s e s .

The p r e s e n t  w o rk  i s  c o n c e r n e d  o n ly  w i t h  t h e  f i r s t  c l a s s  o f  

enzym es -  t h e  p h o s p h o m o n o e s t e r a s e s  -  a n d ,  i n  p a r t i c u l a r ,  

t h o s e  w h ic h  a r e  fo u n d  i n  r a t - l i v e r .



METHODS OP DETERMINING PHOSPHATASE ACTIVITY.

I n  1 9 3 0  Kay i n t r o d u c e d  a  m e th o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a ­

t i o n  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  b a s e d  on t h e  l i b e r a t i o n  o f

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  f ro m  so d iu m  / # - g l y c e r o p h o s p h a t e  by 

enzyme p r e p a r a t i o n s .  T h i s  m e th o d  w as im p r o v e d  b y  B o d an sk y  

(1 9 3 3 )  who p r o p o s e d  a  s i m p l e  a n d  r a p i d  m e th o d  f o r  s e ru m  

p h o s p h a t a s e .  A l t h o u g h  t h i s  t e c h n i q u e  w as  d e s i g n e d  f o r  a l ­

k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  i t  c a n  be a p p l i e d  w i t h  e q u a l  

a c c u r a c y  to  e s t i m a t i o n s  o f  p h o s p h a t a s e s  o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  

m ore a c i d  pH s. The m e th o d  c a n  a l s o  be  e m p lo y e d  u s i n g  many 

o t h e r  p h o s p h a t e  e s t e r s  a s  s u b s t r a t e s .

The c h i e f  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  m e th o d  l i e s  i n  t h e  f a c t  

t h a t  i t s  a c c u r a c y  d e p e n d s  on t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  t e c h n i q u e  

u s e d  to  e s t i m a t e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  I n  c r u d e  enzym e 

p r e p a r a t i o n s ,  t h e  am o u n t o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i n i t i a l l y  

p r e s e n t  i n  t h e  t i s s u e  may be  c o n s i d e r a b l e ,  g i v i n g  r i s e  t o  

h i g h  b l a n k  v a l u e s .  More r e c e n t l y  m e th o d s  h a v e  b e e n  i n t r o ­

d u c e d ,  h o w e v e r ,  w h ere  t h e  s u b s t r a t e  e m p lo y e d  i s  a n  e s t e r  o f  

p h o s p h o r i c  a c i d  w i t h  a  c h ro m o g e n ic  a l c o h o l  m o l e c u l e .  The 

l i b e r a t i o n  o f  t h e  l a t t e r  c a n  be  f o l l o w e d  by  h i g h l y  s e n s i t i v e  

a n d  s p e c i f i c  c o l o u r  r e a c t i o n s .

K in g  a n d  A r m s t r o n g  (1 9 3 4 )  d e v i s e d  a  m e th o d  u s i n g  

p h e n y l  p h o s p h a t e ,  t h e  l i b e r a t e d  p h e n o l  b e i n g  e s t i m a t e d  by  

t h e  F o l i n - C i o c a l t e u  m e th o d .  A s i m i l a r  m e th o d  u t i l i s i n g



t y r o s i n e  p h o s p h a t e  w as  d e v i s e d  b y  B i n k l e y ,  S h a n k  a n d  H o ag -  

l a n d  ( 1 9 4 4 ) .

The u s e  o f  p h e n o l p h t h a l e i n  p h o s p h a t e  a s  a  s u b s t r a t e  

i n  p h o s p h a t a s e  e s t i m a t i o n s  was i n t r o d u c e d  b y  H u g g in s  a n d  

T a l a l a y  ( 1 9 4 5 ) .  I n  t h i s  m e th o d  t h e  c o l o u r l e s s  e s t e r  i s  c o n ­

v e r t e d  t o  f r e e  p h e n o l p h t h a l e i n  w h ic h  i s  p i n k ,  t h e  c o l o u r  b e i n g  

i n t e n s i f i e d ,  s t a b i l i s e d  and  t h e  enzym e i n h i b i t e d  b y  t h e  a d d i ­

t i o n  o f  a n  a l k a l i n e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  a n  i n h i b i t o r .  The u s e  

o f  t h i s  s u b s t r a t e  a l s o  e n a b l e s  a  d i r e c t  a n d  c o n t i n u o u s  s t u d y  

o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  k i n e t i c s  t o  b e  m a d e .  W i th  t h i s  s u b ­

s t r a t e  I t  w as  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  a l t h o u g h  t h e  am o u n t o f  

p h o s p h a t e  l i b e r a t e d  was p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  enzyme c o n c e n t r a ­

t i o n ,  t h e  r e l a t i o n  b e tw e e n  p h e n o l p h t h a l e i n  l i b e r a t e d  an d  t h e  

enzyme c o n c e n t r a t i o n  was n o t  s t r i c t l y  l i n e a r .

I n  1946 B e s s e y ,  Low ry a n d  B ro c k  d e v e l o p e d  a  m e th o d  

u s i n g  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e ,  a  s u b s t r a t e  w h ic h  h a d  p r e v i o u s ­

l y  b e e n  u s e d  b y  O hm ori (1 9 3 7 )  a n d  P u j i t a  ( 1 9 3 9 ) .  p - n i t r o -  

p h e n y l  p h o s p h a t e  i t s e l f  i s  c o l o u r l e s s  b u t  on h y d r o l y s i s  t h e  

y e l l o w  s a l t  o f  p - n i t r o p h e n o l  i s  o b t a i n e d .  T h i s  s u b s t a n c e  

h a d  a n  a b s o r p t i o n  maximum a t  400  mjJL. A m ic r o m e th o d  f o r  

e s t i m a t i n g  t h e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  I n  5 jx l. o f  s e r u m  w as  

d e s c r i b e d .  U n f o r t u n a t e l y  p - n i t r o p h e n o l  h a s  b e e n  shown t o  

i n h i b i t  c e r t a i n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  (G re e n  a n d  M e y e rh o f ,  

1 9 5 2 ) .  H u d so n , B r e n d l e r  an d  S c o t t  (1 9 4 7 )  i n t r o d u c e d  some 

m o d i f i c a t i o n s  i n  t h e  t e c h n i q u e  and  a d a p t e d  th e  m e th o d  f o r



6 .

a s s a y  a t  a c i d  pH s.

A m e th o d  e m p lo y in g  f i  - n a p h t h y l  p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e  

w as i n t r o d u c e d  b y  S e l i g m a n ,  C h a u n c e y ,  N a c h l a s ,  M a n n h e im e r  an d  

R a v i n  (1 9 5 1 )  f o r  s e ru m  a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s .  The 

/ 3  - n a p h t h o l  l i b e r a t e d  d u r i n g  t h e  r e a c t i o n  i s  c o u p l e d  w i t h  

t e t r a z o t i s e d  d i o r t h o a n i s i d i n e  t o  g i v e  an  i n s o l u b l e  p u r p l e  

d y e  w h ic h  i s  d i s s o l v e d  i n  e t h y l  a c e t a t e  f o r  c o l o r i m e t r i c  

e s t i m a t i o n .

HISTOCHEMICAL METHODS OF DEMONSTRATING PHOSPHATASE ACTIVITY.

G om ori (1 9 3 9 )  a n d  T a k a m a ts u  (1 9 3 9 )  i n d e p e n d e n t l y  

d e v i s e d  a  m e th o d  e m p lo y in g  ^ - g l y c e r o p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e .

I n  t h i s  m e th o d  t h e  f r e s h  t i s s u e  i s  f i x e d  i n  c o l d  a c e t o n e ,  

t r e a t e d  w i t h  a b s o l u t e  a l c o h o l  and  b e n z e n e  a n d  em bedded  in  

p a r a f f i n  wax a t  5 6 ° .  S e c t i o n s  a r e  i n c u b a t e d  on m i c r o s c o p e  

s l i d e s  a t  pH 9 . 4  i n  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  s u b s t r a t e  an d  Mg++
HhHh it  4a n d  Ca i o n s ,  Ca i o n s  p r e c i p i t a t i n g  t h e  l i b e r a t e d  p h o s ­

p h a t e .  The s l i d e  I s  im m ersed  i n  c o b a l t  n i t r a t e  s o l u t i o n  and  

t h e  c a l c i u m  p h o s p h a t e  i s  c o n v e r t e d  t o  c o b a l t  p h o s p h a t e .  T h i s  

l a t t e r  com pound i s  i n  t u r n  c o n v e r t e d  b y  ammonium s u l p h i d e  t o  

b l a c k  c o b a l t  s u l p h i d e  w h ic h  i s  l o c a t e d  m i c r o s c o p i c a l l y .

G om ori (1 9 4 3 )  I n t r o d u c e d  a  v a r i a t i o n  w h e re b y  t h e  c a l c i u m  

p h o s p h a t e  d e p o s i t  w as c o l o u r e d  w i t h  a c r i d i n e  r e d .



T h i s  m e th o d  h a s  b e e n  s e v e r e l y  o r i t i o l s e d  b y  many 

w o r k e r s ,  D a n i e l l i  (1 9 4 6 )  fo u n d  t h a t  c e l l  n u c l e i  a d s o r b e d  

c a l c i u m  p h o s p h a t e  f r o m  s o l u t i o n  a n d  a l s o  t h a t  n u c l e i  w h i c h  

s t a i n e d  s t r o n g l y  w i t h  t h i s  m e th o d  w e re  n o t  s t a i n e d  by o t h e r  

h i s t o c h e m i c a l  m e th o d s  u s i n g  a z o  d y e s .  The i n a c c u r a c y  o f  

t h e  m e th o d  was f u r t h e r  d e m o n s t r a t e d  b y  M a r t i n  a n d  J a c o b y  

( 1 9 4 9 ) ,  who d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  was a  d i f f u s i o n  o f  e n ­

zyme a n d / o r  c a l c i u m  p h o s p h a t e  f r o m  r e g i o n s  o f  h i g h  a c t i v i t y .  

T h e i r  w o rk  w as c o n f i r m e d  b y  I l o v l k o f f  ( 1 9 5 1 ) ,  who sh o w ed  t h a t  

l i v e r  c e l l s  a n d  d r o s o p h i l a  s a l i v a r y  g l a n d  c e l l s ,  w h e re  a l ­

k a l i n e  p h o s p h a t a s e  h a d  b e e n  i n a c t i v a t e d ,  show ed  a  n e g a t i v e  

G om ori r e a c t i o n ,  b u t  i f  e i t h e r  s o l u b l e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

o r  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w e re  i n c l u d e d  i n  t h e  i n c u b a t i o n  m odium , 

a  p r e f e r e n t i a l  s t a i n i n g  o f  t h e  n u c l e i  o f  l i v e r  c e l l s  a n d  

chrom osom e b a n d s  o f  s a l i v a r y  g l a n d s  was o b s e r v e d .

I n  1951  G om ori h i m s e l f  c r i t i c i s e d  h i s  m e th o d  a n d  c o n ­

c l u d e d  t h a t  p o s i t i v e  s t a i n i n g  o f  n u c l e i  c o u l d  n o t  b e  t a k e n  

t o  mean t h a t  t h e y  p o s s e s s e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .

The m e th o d  c a n n o t  b e  e n t i r e l y  d i s c a r d e d ,  h o w e v e r ,  f o r  i n  c a s e s  

s u c h  a s  t h e  b r u s h  b o r d e r  o f  t h e  k i d n e y  p r o x i m a l  t u b u l e s  a n d  

t h e  s t r i a t e d  b o r d e r  o f  t h e  i n t e s t i n e  a  s t r o n g l y  p o s i t i v e  

r e a c t i o n  i s  o b t a i n e d  r a p i d l y ,  w h ic h  c a n n o t  to© e x p l a i n e d  by  

a d s o r p t i o n  phenom ena  ( N o v l k o f f ,  1 9 5 2 ) .

T h i s  m e th o d  h a s  b e e n  a d a p t e d  f o r  o t h e r  s u b s t r a t e s  and



f o r  i n v e s t i g a t i o n s  on a c i d  p h o s p h a t a s e .  I n  t h e  l a t t e r
i j

o a s e ,  Pb i o n s  a r e  s u b s t i t u t e d  f o r  Ca i o n s .

O t h e r  t e c h n i q u e s  c o n s i s t  i n  i n c u b a t i n g  t h e  f i x e d  

s e c t i o n  o f  t i s s u e  w i t h  -  o r ^/3 - n a p h t h y l  p h o s p h a t e ,  a  

d i a z o n i u m  com pound i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  medium  c o u p l e s  

w i t h  t h e  l i b e r a t e d  n a p h t h o l  to  fo r m  an I n s o l u b l e  d y e .

T h i s  i s  a s s u m e d  t o  p r e c i p i t a t e  w i t h  l i t t l e  d i f f u s i o n  a n d  

m i n i m i s e  m i s l e a d i n g  a d s o r p t i o n  e f f e c t s .  S e v e r a l  d i a z o n i u m  

com pounds  h a v e  b e e n  u s e d ,  f o r  e x a m p l e ,  M an n h e im er  a n d  S e l i g -  

man (1 9 4 S )  e m p lo y e d  d i a z o t i s e d  -C - n a p h t h y l a m i n e , w h i l e  

G om ori (1 9 5 1 )  u s e d  d i a z o t i s e d  4 - b e n z o y l a m i n o - 2 , 5 - d i m e t h o x y -  

a n i s o l e .  N o v i k o f f  (1 9 5 2 )  c r i t i c i s e d  t h i s  t e c h n i q u e  on  t h e  

g r o u n d s  t h a t ,  due  t o  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  t h e  d i a z o n i u m  com­

p o u n d s ,  th e  i n c u b a t i o n  h a s  t o  be c a r r i e d  o u t  a t  t e m p e r a t u r e s  

b e lo w  2 0 ° ,  w h ic h  a r e  w e l l  b e lo w  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  o p t i m a l  

a c t i v i t y ;  e v e n  a t  t h e s e  low t e m p e r a t u r e s  t h e r e  I s  s t i l l  a  

r a p i d  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  d i a z o n i u m  com pound . I n  a d d i t i o n ,  

d i a z o n i u m  com pounds h a v e  b e e n  r e p o r t e d  a s  I n h i b i t i n g  c e r t a i n  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  (G o m o r i ,  1 9 5 1 ;  L o v e l e s s  a n d  D a n i e l l i ,

1 9 4 9 ) .

L o v e l e s s  a n d  D a n i e l l i  (1 9 4 9 )  h a v e  m o d i f i e d  t h i s  

m e th o d  by u s i n g  a  p h o s p h o r y l a t e d  a z o  d y e  w h ic h  p r e c i p i t a t e s  

on d e p h o s p h o r y l a t i o n .



A c id  a n d  A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e s .

When t h e  i n f l u e n c e  o f  pH on  t h e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

o f  t i s s u e  e x t r a c t s  w as  f i r s t  s t u d i e d ,  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  

w e re  o b t a i n e d  s h o w in g  tw o  o r  t h r e e  p e a k s  o f  maximum a c t i v i t y .  

D a v ie s  (1 9 3 4 )  fo u n d  t h a t  l i v e r  and s p l e e n  show ed two s u c h  

m axim a a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  t i s s u e s  c o n t a i n e d  two s e p a r ­

a t e  an d  d i s t i n c t  p h o s p h a t a s e s ;  one o f  w h ic h  w as  i d e n t i c a l  

w i t h  t h e  enzyme f o u n d  i n  b o n e  a n d  t h e  o t h e r ,  w h ic h  w as  

o p t i m a l l y  a c t i v e  a r o u n d  pH 5 - 6 ,  show ed p r o p e r t i e s  w h ic h  

d i f f e r e n t i a t e d  i t  f r o m  t h e  en zy m es  o f  b o n e  a n d  r e d  c e l l .

The w o rk  o f  Bamaan and  R i e d e l  ( 1 9 3 4 ) ,  B e l f a n t i ,  C o n t a r d i  

a n d  E r c o l i  (1 9 3 5 )  a n d  Munemara (1 9 3 3 )  a l s o  I n d i c a t e d  t h e  

m u l t i p l e  n a t u r e  o f  t h e  p h o s p h a t a s e s .  Bamaan a n d  D i e d e r i c h s  

(1934  A 1 9 3 5 )  p u t  f o r w a r d  t h e  i s o d y n a m ic  t h e o r y  o f  p h o s ­

p h a t a s e s  i n  w h ic h  i t  w as  p r o p o s e d  t h a t  en zy m es  e x i s t  w i t h  

t h e  same s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  b u t  d i f f e r i n g  i n  t h e i r  pH 

o p t i m a ,  a c t i v a t o r s  a n d  i n h i b i t o r s .  I t  s o o n  becam e o b v i o u s  

t h a t  p h o s p h a t a s e s  c o u l d  be d i v i d e d  I n t o  tw o g r o u p s  d e p e n d i n g  

on t h e  pH o f  t h e i r  op tim um  a c t i v i t y .  T h o se  o p t i m a l l y  a c t i v e  

a t  pHs 8 - 1 0  w e re  t e r m e d  ’’a l k a l i n e 11 p h o s p h a t a s e s ,  w h i l e  t h o s e  

o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  pHs b e lo w  7 . 0  w ere  c a l l e d  ’’a c i d ” p h o s ­

p h a t a s e s .  C e r t a i n  t i s s u e s  s u c h  a s  b o n e ,  i n t e s t i n a l  m u c o s a  

a n d  r e n a l  c o r t e x  w e re  f o u n d  t o  h a v e  a  h i g h  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  c o n t e n t  w h e r e a s  o t h e r s ,  s u c h  a s  l i v e r  a n d  p r o s t a t e ,  

w e re  shown t o  h a v e  h i g h  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  As m ore



p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  b ecam e  a v a i l a b l e  t h e  s e p a r a t e  I d e n t i t y  

o f  t h e  two t y p e s  o f  enzym e was p r o v e d  b e y o n d  d o u b t .  A 

c l o s e r  e x a m i n a t i o n  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  l a r g e l y  t h e  

w o rk  o f  F o l l e y  a n d  Kay (1 9 3 6 )  a n d  Roche an d  C o u r t o i s  ( 1 9 4 3 ) ,  

i n d i c a t e d  t h a t  t h r e e  d i s t i n c t  t y p e s  o f  t h i s  enzym e w ere  

r e c o g n i s a b l e  i n  a n i m a l  a n d  p l a n t  t i s s u e s .  The f o l l o w i n g  

t a b l e  i s  an  a t t e m p t  b y  Roche (1 9 5 0 )  t o  su m m a r is e  t h e  p r e s e n t  

s t a t e  o f  k n o w le d g e  o f  t h e  p h o s p h a t a s e s  ( T a b le  I ) .

I t  s h o u l d  be m e n t i o n e d  h e r e  t h a t  t h e r e  i s  e v i d e n c e  

f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  two a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s ,  a  m a t t e r  

w h ic h  w i l l  be  d i s c u s s e d  i n  a  l a t e r  s e c t i o n .

THE PURIFICATION AND PROPERTIES OF ALKALINE PHOSPHATASES.

A. P u r i f i c a t i o n  S t u d i e s .

E a r l i e r  w o rk e r s  i n  t h i s  f i e l d  e n c o u n t e r e d  d i f f i c u l t i e s  

i n  t h e  e x t r a c t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  f r o m  t i s s u e s  

(Bamaan a n d  S a l z e r ,  1 9 3 7 )  a n d  t h i s  f a c t  may be p a r t l y  e x ­

p l a i n e d  by  t h e  f i n d i n g  o f  Gold a n d  G o u ld  (1 9 5 1 )  t h a t  c o l l a g e n  

f i b r e s  s t r o n g l y  b i n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  a l s o  b y  t h e  

f i n d i n g  t h a t  t h e  enzyme i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m ic r o s o m a l  

f r a c t i o n  i n  g u i n e a - p i g  an d  r a b b i t  i n t e s t i n e  ( H e r s ,  B e r t h e t ,  

B e r t h e t  a n d  De D uve, 1 9 5 1 ) .  T h re e  m e th o d s  h a v e  b e e n  i n t r o ­

d u c e d  to  ove rco m e  t h i s  d i f f i c u l t y .



TABLE I

A SUMMARY OF THE PROPERTIES OF PHOSPHATASES 

( a f t e r  R oche ( 1 9 5 0 ) ) .

Type O p t im a l
pH

C h i e f  S o u r c e s C h i e f  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  
c e l l  o r  t i s s u e  e x t r a c t s

I 8 . 6 - 9 . 4 B o n e , k i d n e y ,  
i n t e s t i n a l  
m u c o s a ,  
mammary g l a n d

A c t i v a t i o n  b y  Mg 
i n h i b i t i o n  b y  -SH ; 
m ore  a c t i v e  o n y 3  -  t h a n  
oC - g l y c e r o P O 4 ; 
o p t i m a l  s t a b i l i t y  a t  
pH 7 . 5 - 8 . 5

I I 5 . 0 - 5 . 5 L i v e r ,  s e e d s  
f u n g i  an d  
p r o s t a t e

Ho a c t i o n  o f  Mg+ + ; 
i n h i b i t i o n  b y  F " ;  
m ore a c t i v e  o n  / s  -  t h a n  
on oL - g l y c e r o p h o s p h a t e s ;  
o p t i m a l  s t a b i l i t y  a t  
pH 4 . 5 - 5 . 5

I I I 3 . 4 - 4 . 2 L i v e r ,  t o p  
y e a s t ' s

I n h i b i t i o n  b y  Mg'*'*; 
m ore a c t i v e  o n  / 5  -  t h a n  
on - g l y c e r o P O . ;  
o p t i m a l  s t a b i l i t y  a t  
pH 4 . 5 - 5 . 5

IV 5 . 0 - 6 . 0 Red b lo o d  
c e l l s  a n d  
b o t t o m  y e a s t s

A c t i v a t i o n  b y  Mg+ + ; 
m ore a c t i v e  o n  -  t h a n  
o n / 3  - g l y c e r o P O * ; 
o p t i m a l  s t a b i l i t y  a t  
pH 6 . 5 - 7 . 5



A l b e r s  a n d  A l b e r s  (1 9 3 5 )  u s e d  an  a u t o l y s i s  o f  t h e  

m in c e d  t i s s u e  f o r  4 8  h o u r s  i n  5 0 $  e t h a n o l  c o n t a i n i n g  5$  o f  

a  m i x t u r e  o f  e q u a l  p a r t s  o f  e t h y l  a c e t a t e  a n d  t o l u e n e  t o  

r e l e a s e  t h e  en zy m e . A b u l - F a d l  and  K in g ,  R oche  an d  N g u y e n -  

v a n - T h o a i  (1 9 4 9 )  a u t o l y s e d  th e  t i s s u e ,  i n  t h i s  c a s e  o x -  

k i d n e y ,  f o r  2 - 3  d a y s  w i t h  an  e q u a l  am oun t o f  2 5 $  a q u e o u s  

a c e t o n e  c o n t a i n i n g  1 0 $ o f  a  m i x t u r e  o f  e q u a l  p a r t s  o f  

t o l u e n e  a n d  e t h y l  a c e t a t e .

T r y p s i n  w as f o u n d  b y  K h re n w a rd  (1 9 3 3 )  t o  d e s t r o y  c o n ­

t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  w i t h o u t  a f f e c t i n g  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

a n d  a  p r e l i m i n a r y  t r y p t i c  d i g e s t  w as  u s e d  w i t h  s u c c e s s  by  

S c h m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 3 )  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  i n t e s ­

t i n a l  p h o s p h a t a s e  a n d  a l s o  by A b u l - F a d l  a n d  K in g  (1 9 4 9 a )  i n  

t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  f a e c a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  The v a l u e  

o f  t h i s  m e th o d  was c r i t i c a l l y  s t u d i e d  by  t h i s  l a t t e r  g r o u p  

o f  w o r k e r s  ( A b u l - F a d l  and  K in g ,  1 9 4 9 b ) .

The t h i r d  m e th o d ,  i n t r o d u c e d  by  M o rto n  (1 9 5 0 )  f o r  

t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  I n v o l v e d  

t h e  t r e a t m e n t  o f  a  m u c o s a l  e x t r a c t  w i t h  2 / 5  o f  i t s  v o lu m e  o f  

n - b u t a n o l  f o r  f i v e  m i n u t e s  a t  3 2 ° ;  t h e  a q u e o u s  l a y e r ,  a f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  c o n t a i n e d  5 0 $  o f  t h e  o r i g i n a l  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y .



F u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  enzym e h a s  b e e n  e f f e c t e d  

b y  a l c o h o l  o r  a c e t o n e  p r e c i p i t a t i o n  f r o m  a q u e o u s  s o l u t i o n s  

o r  f r o m  s o l u t i o n s  s a t u r a t e d  w i t h  m a g n e s iu m  a c e t a t e  ( C a p u t t o  

a n d  M a r s a l ,  1 9 4 1 ) .  R o c h e ,  N g u y e n - v a n - T h o a i  a n d  R o g e r  

(1 9 4 7 )  f o u n d  t h a t  m o s t  o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

o f  a n  a u t o l y s e d  e x t r a c t  o f  i n t e s t i n a l  m u c o sa  was p r e c i p i t a t e d  

a t  - 5 °  b y  55/L a c e t o n e .  On r e d i s s o l v i n g  t h e  p r e c i p i t a t e  i n  

w a t e r  a n d  f r a c t i o n a l l y  p r e c i p i t a t i n g  w i t h  a c e t o n e ,  t h e  

f r a c t i o n  b e tw e e n  35 a n d  4 0 $  a c e t o n e  c o n t a i n e d  m o s t  o f  t h e  

a c t i v i t y  a n d  w as  r e l a t i v e l y  f r e e  f r o m  p r o t e i n  i m p u r i t i e s .  

E t h a n o l  f r a c t i o n a t i o n  w as  i n t r o d u c e d  by  A l b e r s  a n d  A l b e r s  

(1 9 3 5 )  f o r  th e  p u r i f i c a t i o n  o f  k i d n e y  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

a n d  C a p u t t o  a n d  M a r s a l  (1 9 4 1 )  u t i l i s e d  t h i s  p r o c e d u r e  f o r  t h e  

p u r i f i c a t i o n  o f  mammary g l a n d  p h o s p h a t a s e .  C ohn , S u r g e n o r  

a n d  H u n t e r  (1 9 5 1 )  s t u d i e d  t h e  s o l u b i l i t y  o f  v a r i o u s  p r o t e i n  

c o n s t i t u e n t s  in  l i v e r ,  i n  s o l u t i o n s  o f  v a r y i n g  e t h a n o l  c o n ­

c e n t r a t i o n s  a n d  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  f o u n d  t h a t  a  f r a c t i o n  

r i c h  i n  a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w as p r e c i p i t a t e d  b e tw e e n

0 .0 3 2  a n d  0 . 0 6 6  m o le  f r a c t i o n  e t h a n o l  a t  - 5 ° .

Ammonium s u l p h a t e  f r a c t i o n a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  em­

p l o y e d  by  some w o r k e r s .  P e r lm a n n  an d  F e r r y  (1 9 4 2 )  c l a i m e d  

a  s e p a r a t i o n  o f  k i d n e y  a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w i t h  

ammonium s u l p h a t e  s o l u t i o n s  a t  pH 6 . 3 .  No s u c h  s e p a r a t i o n  

w as a c h i e v e d  by  S a r l e s  ( 1 9 4 7 ) ,  h o w e v e r ,  when he a p p l i e d  t h i s



t e c h n i q u e  to  d o g - a n d  o x - l i v e r  a n d  k i d n e y .  I n  t h e i r  p u r i ­

f i c a t i o n  o f  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  S c h m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  

(1 9 4 3 )  a l s o  u t i l i s e d  a n  ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n .

A d s o r b e n t s  s u c h  a s  a lu m in iu m  h y d r o x i d e  g e l ,  w h ic h  

w as u s e d  by  S c h m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 3 )  a n d  o t h e r s  f o r  

t h e  a d s o r p t i o n  o f  p r o t e i n  i m p u r i t i e s ,  a n d  c a l c i u m  p h o s p h a t e  

g e l ,  w h ic h  h a s  b e e n  u s e d  t o  a d s o r b  t h e  e n z y m e (M o r to n ,  1 9 5 3 )  

h a v e  p r o v e d  u s e f u l  i n  p u r i f i c a t i o n  s t u d i e s .

P r e p a r a t i o n s  o f  t h e  p h o s p h a t a s e  o f  i n t e s t i n a l  m u co sa  

a r e  t h e  p u r e s t  w h ic h  s o  f a r  h a v e  b e e n  o b t a i n e d .  N g u y e n - v a n -  

T h o a l ,  R oche  a n d  R o g e r  (1 9 4 7 )  o b t a i n e d  a  p r e p a r a t i o n  f r o m  

t h i s  s o u r c e  w i t h  a  (num ber o f  c u .  mm, o f  H^PO^ l i b e r a t e d  

p e r  mg. o f  t i s s u e  p e r  h o u r  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  o f  t e m ­

p e r a t u r e ,  pH, e t c . )  o f  2 1 0 ,0 0 0 .

I n  1947 S a r l e s  r e p o r t e d  a  p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  o f  l i v e r .  The a u t o l y s a t e  was p r e c i p i ­

t a t e d  a t  6 0 /  a c e t o n e ,  t h e  p r e c i p i t a t e  r e d i s s o l v e d  i n  w a t e r  

o r  0 . 5  M N aC l s o l u t i o n  a n d  t h e  s o l u t i o n  f r a c t i o n a t e d  w i t h  

a c e t o n e  when I t  was fo u n d  t h a t  th e  f r a c t i o n  p r e c i p i t a t i n g  b e ­

tw e e n  42 an d  5 0 $  h a d  m o s t  o f  t h e  enzym e o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  

pH 9 . 2 .  The p r o d u c t  w as d i s s o l v e d  i n  2 5 $  e t h a n o l ,  p r e c i p i ­

t a t e d  a t  0 w i t h  a n  e q u a l  vo lum e o f  a c e t o n e  a n d  p a r t i a l l y  

d i s s o l v e d  i n  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  o f  m ag n es iu m  a c e t a t e .



F i n a l l y ,  t h e  enzym e w as p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h i s  s o l u t i o n  w i t h  

e t h a n o l .  By t h i s  p r o c e d u r e  a n  a c e t o n e  f r a c t i o n  o f  a c t i v i t y  

1 9 9 ^ u g .P /m g .N /m ln .  was p u r i f i e d  t o  g i v e  lO O O ^ ^ .P / m g .N / m i n .

a t  pH 9 . 2  a n d  1 1 . 2 jm g .P /m g .N /m in .  a t  pH 5 . 1 .

B . P r o p e r t i e s  o f  A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e .

When c o n s i d e r i n g  th e  g e n e r a l  p r o p e r t i e s  o f  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  t h e  f o l l o w i n g  q u e s t i o n  h a s  t o  be  b o r n e  in  m in d :

A re  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  o f  d i f f e r e n t  o r g a n s  

d u e  t o  t h e  same enzym e?

B e l f a n t i ,  C o n t a r d i  a n d  h r c o l i  (1 9 3 5 )  p u t  f o r w a r d  t h e  

v iew  t h a t  tw o  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  e x i s t e d  

i n  a n im a l  t i s s u e ,  t h e  en zy m es  i n  k i d n e y  and l i v e r  a p p e a r i n g  

t o  be s i m i l a r  i n  t h e i r  b e h a v i o u r  t o w a r d s  o x a l a t e s  a n d  f l u o r i d e s  

b u t  d i f f e r i n g  f r o m  t h o s e  o f  bone  a n d  s e r u m .  B i l e  s a l t s  w e re  

shown by  B o d an sk y  (1 9 3 7 )  t o  i n h i b i t  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  o f  b o n e  a n d  k i d n e y ,  w h i l e  t h a t  o f  I n t e s t i n a l  m u c o sa  

was n o t  a f f e c t e d .  T h i s  w o rk e r  (B o d a n s k y ,  1 9 4 3 )  a l s o  3how ed 

t h a t  t h e  b a s i c  am in o  a c i d s ,  L - h i s t i d i n e  a n d  L - l y s i n e ,  e x e r t e d  

a  g r e a t e r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  on t h e  enzyme f r o m  b o n e  a n d  

k i d n e y  t h a n  on  t h a t  f r o m  t h e  I n t e s t i n a l  m u c o sa .  G lu ta m ic  

a c i d ,  on  th e  o t h e r  h a n d ,  was shown to  be a b o u t  t h r e e  t i m e s  

m ore i n h i b i t o r y  t o  t h e  m u c o s a l  p h o s p h a t a s e  t h a n  t o  t h e  p h o s ­

p h a t a s e s  o f  o t h e r  t i s s u e s .  Z i t t l e  an d  D e l l a m o n ic a  ( 1 9 5 0 ) ,



w o r k in g  w i t h  p u r i f i e d  b o v i n e  m i l k  a n d  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e s ,  show ed d i f f e r e n c e s  i n  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  

b y  t e t r a b o r a t e ,  p h o s p h a t e ,  p y r o p h o s p h a t e ,  a r s e n a t e  a n d  

e t h a n o l a m i n e .

C l o e t e n s  (1 9 3 9 a )  i n  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h i s  p r o b l e m  

e x a m in e d  t h e  e f f e c t  o f  Mg++ a n d  CN~ i o n s  on t h e  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e s  o f  r a t  t i s s u e s .  F rom  h i s  r e s u l t s  he  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e r e  w e re  tw o  t y p e s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e :
+ 4-

a )  Type I ,  v h i c h  was i n a c t i v e  i n  th e  a b s e n c e  o f  Mg 

i o n s  a n d  w h ic h  was n o t  i n f l u e n c e d  b y  KCN,

b )  Type I I ,  w h ic h  was i n f l u e n c e d  i n  a  v a r i a b l e  m a n n e r  

by  Mg++ a n d  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  by  KGN.

He b e l i e v e d  t h a t  t h e s e  tw o enzym es e x i s t  i n  d i f f e r e n t  p r o p o r ­

t i o n s  i n  d i f f e r e n t  o r g a n s ,  t y p e  I  b e i n g  e s p e c i a l l y  a b u n d a n t  

i n  l i v e r .  He c l a i m e d  ( C l o e t e n 3 , 1 9 3 9 b )  t h e  i s o l a t i o n  o f  a  

p r e p a r a t i o n  o f  t h i s  enzyme f r e e  f r o m  t y p e  I I  f r o m  h o g - l i v e r .  

H is  m e th o d  o f  f r a c t i o n a t i o n  w as b a s e d  on t h e  g r e a t e r  l a b i l i t y  

o f  t h e  t y p e  I I  enzym e i n  m ore a c i d  m e d ia  a n d  on t h e  g r e a t e r  

l a b i l i t y  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  i n  a l k a l i n e  m e d i a .  A l t h o u g h  

h i s  w o rk  r e c e i v e d  l i t t l e  a c c e p t a n c e  a t  f i r s t ,  i t  h a s  r e c e n t l y  

r e c e i v e d  some c o n f i r m a t i o n  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  R o s e n t h a l ,

F a h l  and  V a r s  (1 9 5 2 )  on a  s t u d y  o f  t h e  r e s p o n s e  o f  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  o f  r a t - i i v e r  t o  d i e t a r y  p r o t e i n  d e p l e t i o n .  T h o se  

w o r k e r s  f o u n d  t h a t  a f t e r  two w eek s  o f  p r o t e i n  s t a r v a t i o n ,  t h e



a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  c o n t e n t  o f  r a t - l i v e r  I n c r e a s e d  b y  2 8 $ ,  

w h i l e  4 3 $  o f  t h e  h e p a t i c  p r o t e i n  w as l o s t .  T h i s  enzym e 

i n c r e a s e  was a c c o m p a n ie d  b y  a n  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  

c y a n i d e ,  d i m i n i s h e d  s t i m u l a t i o n  b y  Mg , a n d  a  h i g h e r  op tim um  

pH.

R oche  a n d  S a r l e s  (1 9 4 8 )  d e t e r m i n e d  t h e  v a l u e s  f o r  

t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  o f  d o g - l i v e r ,  d o g - i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  

b o n e  (hum an f o e t u s  a t  t e r m  a n d  s h e e p ) ,  a n d  o x -  a n d  d o g -  

k i d n e y ,  u s i n g  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s .  The f o l l o w ­

i n g  v a l u e s  f o r  t h e  a f f i n i t y  o f  e a c h  enzyme f o r  s o d iu m  / 3  -  

g l y c e r o p h o s p h a t e  a t  pH 9 . 2  w e re  o b t a i n e d :

S o u r c e  A f f i n i t y  ( i / K ^ )

D o g - l i v e r  500

I n t e s t i n a l  m u co sa  80

Bone 830

Ox- k i d n e y )  3 6 0
D o g - k id n e y )

I t  h a s  b e e n  c l a i m e d  t h a t  a n  e s t i m a t i o n  o f  t h e  a f f i n i t y  c o n ­

s t a n t  o f  p l a s m a  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  c a s e s  o f  h y p e r p h o s -  

p h a t a s a e m i a  c a n  i n d i c a t e  t h e  s o u r c e  o f  t h e  e x c e s s  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e .

A b u l - F a d l  a n d  K in g  ( 1 9 4 9 c ) ,  I n  w o rk  w i t h  p u r i f i e d  

p r e p a r a t i o n s ,  r e p o r t e d  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b e h a v i o u r  o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  o f  f a e c e s ,  i n t e s t i n e  a n d  l i v e r  on  t h e



one  h a n d ,  a n d  k i d n e y  on t h e  o t h e r  d u r i n g  e l e c t r o d i a l y s i s .

The k i d n e y  enzym e a p p e a r e d  t o  h e  m ore  s t a b l e  a n d  t o  b e  m ore  

s t r o n g l y  a c t i v a t e d  b y  Mg i o n s ,  w h e r e a s  t h e  o t h e r  en zy m e s  

w e re  s e n s i t i v e  t o  a n i o n s  a n d  i n a c t i v a t e d  by  t h e  a n o d e  

l i q u i d .

A t p r e s e n t ,  t h e r e f o r e ,  n o  c l e a r  c l a s s i f i c a t i o n  o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  i s  p o s s i b l e  a n d  t h e  n e c e s s i t y  o f  o b ­

t a i n i n g  s t i l l  m ore  h i g h l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  a n d  o f  

s t u d y i n g  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  i s  a p p a r e n t .

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s ,  i n  g e n e r a l ,  a r e  c h a r a c t e r i s e d  

by  h i g h  pH o p t i m a  w h ic h  l i e  b e tw e e n  pH 9 . 2  a n d  9 . 6  f o r  t h e  

p u r i f i e d  e n z y m e s .  S i n c e  pH v a l u e s  i n  l i v i n g  c e l l  s t r u c t u r e s  

h a v e  b e e n  e s t i m a t e d  a t  6 . 9  f o r  t h e  c y t o p l a s m  a n d  7 . 6  f o r  t h e  

n u c l e u s  (C h a m b e rs ,  1 9 2 9 ;  C h a m b e rs ,  1 9 5 0 ;  D u b in  a n d  Y e n ,

1950) t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  h i g h  pH o p t im a  h a s  b e e n  an  

e n ig m a .  A t  pHs b e lo w  8 . 0  t h e  a c t i v i t y  o f  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  was fo u n d  t o  be  n e g l i g i b l e  a n d  a t  h i g h  pHs t h e  enzym e 

was shown to  b e  i n a c t i v a t e d  (R o c h e ,  1 9 5 0 ) .  H o w ev er ,  two 

l i n e s  o f  i n v e s t i g a t i o n  h a v e  i n d i c a t e d  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  

f o r  t h i s  p a r a d o x .

K in g  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  pH o p t im a  

f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  a  s e r i e s  o f  s u b s t r a t e s  (K in g  a n d  D e l o r y ,  

1 9 3 9 ;  D e lo r y  a n d  K in g ,  1 9 4 3 ;  W a lk e r  and  K in g ,  1 9 5 0 )  w i t h  a  

p r e p a r a t i o n  o f  f a e c a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g



t o  A r m s t r o n g  ( 1 9 3 5 ) .  D e c r e a s i n g  v a l u e s  o f  o p t i m a l  pH w e re  

a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s i n g  pK o f  t h e  s u b s t r a t e s  a n d  i n ­

c r e a s e d  v a l u e s  o f  K a n d  t h e  f o l l o w i n g  t h e o r y  was p r o p o s e d  

t o  e x p l a i n  t h e i r  f i n d i n g s .  The enzym e h a s  b a s i c  p r o ­

p e r t i e s  w h ic h  e n a b l e  i t  t o  co m b in e  w i t h  t h e  s u b s t r a t e  an d  

t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  enzyme f o r  t h e  s u b s t r a t e  i n c r e a s e s  w i t h  

d e c r e a s i n g  pK o f  t h e  s u b s t r a t e .  The g r e a t e r  t h i s  a f f i n i t y ,

i . e . ,  t h e  s m a l l e r  t h e  M i c h a e l i s  c o n s t a n t ,  t h e  g r e a t e r  i s  t h e  

d e g r e e  o f  p r o t e c t i o n  g i v e n  t o  t h e  enzyme a g a i n s t  t h e  I n a c t i v a  

t i o n  o f  h y d r o x y l  i o n s  a n d ,  i n  c o n s e q u e n c e ,  t h e  h i g h e r  t h e  

op tim um  pH.

The s e c o n d  g r o u p  o f  e x p e r i m e n t s  o f  i n t e r e s t  i n  t h i s  

c o n n e c t i o n  w e re  t h o s e  c a r r i e d  o u t  b y  R o s s ,  E ly  a n d  A r c h e r  

( 1 9 5 1 ) .  T hey  sho w ed  t h a t  t h e  o p t i m a l  pPI o f  a  p r e p a r a t i o n  

o f  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  v a r i e d  w i t h  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  s u b s t r a t e  f o r  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  s u b s t r a - t e s .  The 

l o w e r  t h e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  l o w e r  t h e  op tim um  pH 

a n d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e  s u c h  a s  w o u ld  n o r m a l l y  b e  

f o u n d  I n  t h e  c e l l  t h e  a u t h o r s  c l a i m e d  t h a t  t h e  pH f e l l  t o  

b e tw e e n  pH 7 . 5  -  8 . 0 .

C e r t a i n  d i v a l e n t  c a t i o n s  h a v e  b e e n  shown t o  b e  im ­

p o r t a n t  a c t i v a t o r s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  E r d tm a n n  

(1 9 2 8 )  f o u n d  t h a t  Mg++ i o n s  a c t i v a t e d  t h e  enzyme i n  k i d n e y  

an d  Mn'f+  i o n s  h a v e  a l s o  b e e n  shown t o  a c t i v a t e ,  a l t h o u g h  i n



t h i s  c a s e  t h e  e f f e c t  i s  m ore  i r r e g u l a r  ( A l b e r s ,  1 9 4 0 ) .

2n ++ i o n s  a l s o  e n h a n c e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  enzyme a n d  s i n c e  

w i t h  some t i s s u e s  t h e  a c t i v a t i o n  was v e r y  f e e b l e  i t  w as 

s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  i o n  vms s p e c i f i c  f o r  c e r t a i n  p h o s p h a t a s e s .  

R o c h e ,  B o u c h i l l o u x  a n d  R o g e r  (1 9 4 8 )  a n a l y s e d  v a r i o u s  p h o s ­

p h a t a s e  p r e p a r a t i o n s  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  f o r  t h e i r  c o n t e n t  

o f  m a g n es iu m  a n d  z i n c .  A l l  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n e d  b o t h  

m e t a l s  b u t  n o  p a r a l l e l  was o b s e r v e d  b e tw e e n  a c t i v i t y  a n d  

c o n t e n t  o f  e i t h e r  m e t a l .  The a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e i r  

p r e p a r a t i o n s  w e re  n o t  p u r e  e n o u g h  t o  p e r m i t  a n y  c o n c l u s i o n s  

as. t o  t h e  e s s e n t i a l  r o l e  o f  e i t h e r  m e t a l .  Co , N i  , Fe , 

a n d  Ca++ i o n s  h a v e  a l s o  b e e n  shown to  a c t i v a t e  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  (Bamaan an d  H e u m t i l l e r ,  

1 9 4 0 ;  Roche a n d  N g u y e n - v a n - T h o a i ,  1 9 4 3 ;  R o c h e ,  N g u y e n - v a n -  

T h o a i  a n d  D u ra n d ,  1 9 4 3 ) .  As p u r i f i c a t i o n  p r o c e e d e d ,  a n  

i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  enzym e t o w a r d s  d i v a l e n t  c a t i o n s  

a n d  a  g r e a t e r  r e g u l a r i t y  i n  t h e  a c t i v a t i o n  p r o d u c e d  was o b ­

s e r v e d  b y  Bam aan, R i e d e l  a n d  D i e d e r i c h s  ( 1 9 3 4 ) .  R oche  an d  

B o u c h i l l o u x  (1 9 4 8 )  f o u n d  t h a t  th e  t y p e  o f  s u b s t r a t e  e m p lo y ed  

was s i g n i f i c a n t  when e x a m i n in g  d i v a l e n t  c a t i o n i c  a c t i v a t i o n  

a n d  t h e y  f o u n d  t h a t  p u r i f i e d  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  was m uch 

m ore  s t r o n g l y  a c t i v a t e d  by  Mg++ o r  Mb'1"* i o n s  when h y d r o l y s i n g  

t h e  g l y c e r o p h o s p h a t e s  t h a n  when h y d r o l y s i n g  p n o s p h o r y l -  

c h o l i n e  o r  p h o s p h o r y l c o l a m i n e . A l t h o u g h  d i v a l e n t  c a t i o n s



may b e  i n t e r c h a n g e d  a s  a c t i v a t i n g  a g e n t s  e a c h  i o n  e x h i b i t s  

i t s  o p t i m a l  e f f e c t i v e n e s s  a t  a  p a r t i c u l a r  c o n c e n t r a t i o n  

( N g u y e n - v a n - T h o a i ,  Roche a n d  R o g e r ,  1 9 4 7 ) .

The r o l e  o f  Mg++ i o n s  i n  t h e  a c t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  i s  s t i l l  f a r  f r o m  c l e a r ,  v a r i o u s  t h e o r i e s  h a v i n g  

b e e n  p r o p o s e d .  E rd tm a n n  ( 1 9 2 8 ) ,  H o lm b e rg  (1 9 3 5 )  a n d  

C l o e t e n s  (1 9 3 9 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m e t a l  i o n  p r o t e c t e d  t h e  

enzyme f ro m  t h e  p h o s p h a t e  l i b e r a t e d  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h e  r e ­

a c t i o n .  The v ie w  t h a t  Mg++ was c o n c e r n e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  

o f  an  a c t i v e  enzym e -  Mg c o m p le x  w as p u t  f o r w a r d  b y  J e e n e r  

an d  Kay ( 1 9 3 1 ) ,  w h e re a s  B a u e r  (1 9 3 7 )  p o s t u l a t e d  t h a t  a c t i v a ­

t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e ,  S ,  o c c u r r e d  by  c o m b i n a t i o n  w i t h  Mg+ + , 

a n d  t h e  compound -  SMg fo r m e d  a n  e a s i l y  d i s s o c i a b l e  com­

p o u n d  +E Mg S“ w i t h  t h e  en zy m e , E .  Roche a n d  N g u y e n - v a n -  

T h o a i  (1 9 4 2 )  d i d  f i n d  t h a t  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  a t  pH 9 . 2  

show ed a n  i n c r e a s e  i n  i t s  a f f i n i t y  f o r  t h e  s u b s t r a t e  when 

t h e  m edium  i s  e n r i c h e d  w i t h  Mg i o n s .  F i n a l l y  t h e r e  i s  

some e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  m e t a l  i o n  i s  i n v o l v e d  w i t h  

a  coenzym e o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  a  m a t t e r  w h ic h  I s  w o r th y  

o f  f u r t h e r  s t u d y .

E r d tm a n n  (1 9 2 8 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  d i a l y s i s  on 

k i d n e y  a l k a l a i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  f o u n d  t h a t  t h e  d l a l y s a t e  

a c t i v a t e d  t h e  d i a l y s e d  enzyme i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg++ i o n s  

m ore  s t r o n g l y  t h a n  d i d  an  a s h  p r e p a r e d  f r o m  t h e  d i a l y s a t e .



The w o rk  o f  H. A l b e r s  ( A l b e r s ,  1 9 3 6 ;  A l b e r s ,  B e y e r ,

Bohnenkam p a n d  M t i l l e r ,  1 9 3 8 )  sho w ed  t h a t  k i d n e y  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  w as  i r r e v e r s i b l y  d e n a t u r e d  a b o v e  pH 9 . 0  a n d
i

r e v e r s i b l y  d e n a t u r e d  a t  pHs f r o m  6 . 0  -  3 . 0 .  I f  t h e  enzyme 

w e re  d i a l y s e d  a g a i n s t  b u f f e r  s o l u t i o n s  a t  pH 3 . 0  -  6 . 0  t h e  

r e c o m b i n a t i o n  o f  d i f f u s i b l e  a n d  n o n - d i f f u s i b l e  f r a c t i o n s  

r e s t o r e d  t h e  a c t i v i t y .  A l b e r s  (1 9 3 6 )  p u t  f o r w a r d  t h e  f o l l o w ­

i n g  h y p o t h e s i s  I n  a n  a t t e m p t  t o  e x p l a i n  t h e  p H - s t a b i l i t y  a n d  

d i a l y s i s  e f f e c t s .  He s u g g e s t e d  t h a t  t h e  enzym e c o n s i s t e d  

o f  a  p r o t e i n  a p o -e n z y m e  a n d  a  d i a l y s a b l e  c o p h o s p h a t a s e .

A t  pHs a b o v e  9 . 0  t h e  enzym e fo r m e d  a n  i n a c t i v e  c a t i o n i c  

fo r m  a n d  a t  p lls  b e tw e e n  6 .0  a n d  3 . 0  t h e  enzym e d i s s o c i a t e d  

i n t o  t h e  c o p h o s p h a t a s e  c o m p o n en t  a n d  a n  a p o - p h o s p h a t a s e  

p r o t e i n

— 4* —

(H o lo p h o s p h a ta s e )  ^  ( H o l o p h o s p h a ta s e )  ~  C o p h o s p h a ta s e

+

A p o - p h o s p h a t a s e

( H o l o p h o s p h a t a s e )

A l b e r s ,  B e y e r ,  Bohnenkam p a n d  M e u l l e r  (1 9 3 8 )  made 

t h e  i n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n  t h a t  i t  w as  p o s s i b l e  t o  r e c o n ­

s t i t u t e  a  k i d n e y  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  p r e p a r a t i o n  w h ic h  h a d  

b e e n  i n a c t i v a t e d  b y  d i a l y s i s  a t  pH 5 . 5  by  a d d in g  to  i t s  I n ­

a c t i v e  p r o t e i n  t h e  i n a c t i v e  d i a l y s a t e  o b t a i n e d  f ro m  d i a l y s -



i n g  t y p e  I I I  a c i d  p h o s p h a t a s e  f r o m  t o p  y e a s t s  a t  pH 6 . 5 .

The i n a c t i v e  p r o t e i n  o f  t h e  t y p e  I I I  enzym e c o u l d  i n  t u r n  

b e  r e a c t i v a t e d  by i n a c t i v e  d i a l y s a t e  f r o m  t h e  k i d n e y  e n zy m e . 

T h e i r  t h e o r y  o f  ” C o - p h o s p h a t a s e  t r a n s p o r t ” i s  s u m m a r i s e d  i n  

t h e  f o l l o w i n g  d i a g r a m :

H o lo p h o s p h a t a s e  o f  pH 6 . 5 ^  A p o p h o s p h a t a s e  +  C o p h o s p h a ta s e  
Y e a s t  * o f  Y e a s t  o f  Y e a s t
A

A p o p h o s ­
p h a t a s e  
o f  Y e a s t  

pH 5 . 5

C o p h o s p h a ta s e  +  A p o p h o s p h a ta s e  pH 5 . 5  H o l o p h o s p h a t a s e  
o f  K id n e y  o f  K id n e y  ^  o f  K id n e y

A s i m i l a r  c y c l e  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  

c a s e  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  t h e  t y p e  I I  a c i d  p h o s p h a t a s e  

o f  l i v e r  ( R u f f o ,  1 9 4 4 ;  R o c h e ,  N g u y e n - v a n - T h o a i  a n d  M i c h e l -  

L i l a ,  1 9 4 4 ) .

The n a t u r e  o f  t h i s  c o p h o s p h a t a s e  i s  a t  p r e s e n t  u n ­

know n. von  E u l e r  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  h a v e  shown t h a t  t h e  

a c t i v e  f a c t o r  i n  t h e  d i a l y s a t e  a t  pHs 3 . 0  -  6 . 0  c a n  b e  r e ­

p l a c e d  b y  a  b o i l e d  enzym e s o l u t i o n  o r  b y  p r o d u c t s  o f  d i ­

a l y s i s  w h ic h  h a d  b e e n  a d s o r b e d  on a l u m i n a  (E k , v o n  E u l e r  an d  

H ah n ,  1 9 4 8 ;  von E u l e r ,  a n d  P o n o ,  1 9 4 7 ) .  I n  a l l  c a s e s  t h e  

r e a c t i v a t i o n  t o o k  p l a c e  s l o w l y  a n d  o n ly  i f  pH h a d  b e e n  r e a d ­

j u s t e d  t o  b e tw e e n  pH 7 - 8 .

A p o p h o s ­
p h a t a s e  o f  
K id n e y  

pH 6 . 5



I n  1 9 5 1  Tamayo a n d  M u n ic io  c l a i m e d  th e  I s o l a t i o n  

f r o m  d i a l y s i s  l i q u i d  o f  a  s u b s t a n c e  v h i c h  h a d  a  c o e n z y m ic  

e f f e c t  o n  k i d n e y  p h o s p h a t a s e .  The a n a l y t i c a l  d a t a  a n d  

s p e c t r a l  a n a l y s i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i v e  s u b s t a n c e  w as  a  

d e r i v a t i v e  o f  a d e n o s i n e .

A p a r t  f ro m  t h i s  o b s e r v a t i o n  t h e r e  i s  n o  p o s i t i v e  

e v i d e n c e  a t  p r e s e n t  t o  s u g g e s t  t h a t  c o p h o s p h a t a s e  i s  a  

s p e c i f i c  com pound . On t h e  o t h e r  h a n d ,  h o w e v e r ,  H o v e ,

E l v e h je m  a n d  H a r t  (1 9 4 0 )  show ed  t h a t  c e r t a i n  a m in o  a c i d s  

i n c r e a s e d  t h e  a c t i v a t i n g  e f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  t o  a  

s i g n i f i c a n t  d e g r e e .  T h i s  l e d  A b u l - F a d l  a n d  K in g  (1949^ t o  

s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  e l e c t r o d i a l y s i s  on  t h e  a c t i v i t y  o f  k i d n e y  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  an d  i t  was f o u n d  t h a t  a  s u b s t a n c e  w i t h  

s t r o n g  r e a c t i v a t i n g  p r o p e r t i e s  m i g r a t e d  to w a r d s  t h e  c a t h o d e .

The an o d e  l i q u i d  h a d  n o  e f f e c t  on t h e  e l e c t r o d i a l y s e d  enzyme 

a n d  Mg i o n s  a l o n e  p r o d u c e d  o n l y  a  p a r t i a l  r e a c t i v a t i o n .

The n a t u r e  o f  t h e  r e a c t i v a t i n g  s u b s t a n c e  w as n o t  d e t e r m i n e d  

b u t  p r o t e i n  a p p e a r e d  a b s e n t  a n d  f r o m  a n a l y s i s  t h e  p r e s e n c e  

o f  a  p e p t i d e  o r  am in o  a c i d  was s u g g e s t e d .  Some am in o  a c i d s  

( e x c l u d i n g  c y s t e i n e  a n d  c y s t i n e )  w e re  fo u n d  t o  r e a c t i v a t e  

e l e c t r o d i a l y s e d  k i d n e y  a n d  f a e c a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  

t h i s  a c t i v a t i n g  e f f e c t  was c o n s i d e r a b l y  i n c r e a s e d  b y  Mg+*r i o n s .

R o c h e ^ N g u y e n - v a n ,T h o a i s an d  ^ o g e r  (1 9 4 7 )  a l s o  s t u d i e d  

t h e  e f f e c t  o f  am in o  a c i d s  a n d  d i v a l e n t  m e t a l  i o n s  on a l k a l i n e



p h o s p h a t a s e  a n d  f o u n d  t h a t  t h e  d i v a l e n t  c a t i o n s  o n l y  e x e r t  

t h e i r  f u l l  e f f e c t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a m in o  a c i d s .  P u r i f i e d  

d o g  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  w i t h  a n  i n i t i a l  Q o f  2 3 ,0 0 0  w as
hr

t o t a l l y  i n h i b i t e d  b y  15 -  20 d a y s 1 d i a l y s i s  a t  pH 5 . 8  a n d  a t  

3 7 ° .  On i n c u b a t i o n  f o r  tw o  h o u r s  a t  pH 8 . 8  a  p a r t i a l  r e ­

a c t i v a t i o n  w as  o b s e r v e d  (Qp = 3 , 0 0 0 ) ,  b u t  i f  t h e  i n c u b a t i o n  

w e re  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg++ o r  Mn4-*  i o n s  a  

m ore s i g n i f i c a n t  r e a c t i v a t i o n  w as o b s e r v e d  (Qp = 1 1 ,0 0 0  i n  

p r e s e n c e  o f  Mg ) .  When t h e  i n a c t i v e  enzym e w as  i n c u b a t e d

i n  t h e  p r e s e n c e  o f .  a l a n i n e  a l o n e  a  Qp o f  4 0 ,0 0 0  w as  f o u n d ,
*

b u t  i n  t h e  c a s e  o f  i n c u b a t i o n  w i t h  a l a n i n e  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  Mg4’*1' o r  Mn++ a  f u r t h e r  m a rk e d  a c t i v a t i o n  was o b s e r v e d  

(Qp = 1 7 0 ,0 0 0  -  1 3 0 , 0 0 0 ) .

Roche an d  N g u y e n - v a n - T h o a i  (1 9 5 0 )  d rew  a t t e n t i o n  t o  

t h e  f a c t s  t h a t  am ino  a c i d  m u s t  b e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  d i a l y s e d  

enzyme s i n c e  i t s  a d d i t i o n  t o  t h e  medium  a f t e r  t h e  m e t a l  a n d  

b e f o r e  t h e  s u b s t r a t e  I s  w i t h o u t  e f f e c t ,  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  

t h e  m e t a l  a f t e r  t h e  am ino  a c i d  h a s  b e e n  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  

p r o t e i n  s t i l l  p r o d u c e s  a c t i v a t i o n  a n d  t h a t  t h e  r e a c t i v a t i o n  

was l e s s  e f f i c i e n t  i f  f l u o r i d e s ,  p h o s p h a t e s  o r  p y r o p h o s ­

p h a t e s  w ere  p r e s e n t .  I t  h a s  b e e n  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  a f t e r  

r e a c t i v a t i o n  w i t h  a l a n i n e  a n d  Mg++ i o n s ,  f l u o r i d e  a n d  p y r o ­

p h o s p h a t e  a r e  n o t  i n h i b i t o r s  a n d  p h o s p h a t e  o n l y  i n h i b i t s  t o  

t h e  e x t e n t  i t  d i d  i n  t h e  o r i g i n a l  enzym e. R oche c o m p a re s



t h e  n e c e s s i t y  f o r  a  p r e l i m i n a r y  i n c u b a t i o n  w i t h  t h e  a m in o  

a c i d  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  a  t im e  f a c t o r  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  

r e a c t i v a t i o n  o f  a p o p h o s p h a t a s e  w i t h  a  c o p h o s p h a t a s e  a s  a b o v e .  

I t  w o u ld  a p p e a r  t h e r e f o r e ,  t h a t  i f  t h e  c o p h o s p h a t a s e  i s  n o t  

a  m e t a l - a m i n o  a c i d  c o m p le x ,  s u c h  a  c o m p le x  i s  a  g o o d  s u b s t i ­

t u t e  f o r  t h e  c o p h o 3p h a t a s e . I t  m u s t  b e  b o r n e  i n  m in d  t h a t  

Mg*+ i o n s  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  on  a c i d  p h o s p h a t a s e s  a n d ,  i n  

some c a s e s ,  may e v en  a c t  a s  i n h i b i t o r s ,  w h i l e  t h e  c o p h o s ­

p h a t a s e  o f  t h e  a l k a l i n e  enzym e c a n  a c t i v a t e  t h e  a p o -e n z y m e  

o f  t y p e s  I I  a n d  I I I  p h o s p h a t a s e .

Many m e t a l  f o r m i n g  c o m p le x e s  h a v e  b e e n  shown t o  i n ­

h i b i t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  f o r  e x a m p le ,  p h o s p h a t e  a n d  

a r s e n a t e  a s  shown by R oche a n d  N g u y e n - v a n - T h o a i  ( 1 9 4 3 ) ,  

o x a l a t e  ( B e l f a n t i ,  C o n t a r d i  a n d  E r c o l i ,  1 9 3 5 a ,  b  & c )  a n d  

f l u o r i d e s  ( M a s s a r t  a n d  D u f a i t ,  1 9 4 2 ) .  I n h i b i t i o n  b y  so d iu m  

d i e t h y l d i t h i o c a r b a m a t e , p h en  a n  t h r o  l i n e , L -  •<-«*. 1- d i p y r i d y l  

a n d  t u n g s t a t e s  b y  C l o e t e n s  (1 9 4 1 a  & b )  a n d  R oche a n d  D u r ra n d  

( 1 9 4 3 ) ,  w h i l e  c y a n i d e s ,  c y s t e i n e  a n d  g l u t a t h i o n e  w e re  f o u n d  

t o  be  i n h i b i t o r y ,  a l t h o u g h  a t  low  c o n c e n t r a t i o n s  a  s l i g h t  

a c t i v a t i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d .  E i d b a c h e r  an d  K u t s c h e r  (1 9 3 2 )  

p r o p o s e d  t h a t  i n  t h i s  l a s t  c a s e  a c t i v a t i o n  w as d u e  t o  b l o c k ­

a g e  o f  h e a v y  m e t a l  i n h i b i t o r s ,  w h i l e  i n h i b i t i o n  was du e  t o  a  

c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  c o n s t i t u e n t  m e t a l  o f  t h e  e n zy m e . A l ­

t h o u g h  am ino  a c i d s  a t  low c o n c e n t r a t i o n s  c a u s e  i n c r e a s e d



a c t i v a t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i v a l e n t  

c a t i o n s ,  t h e y  c a u s e  i n h i b i t i o n  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  

(B akw in  a n d  B o d a n s k y ,  1 9 3 3 ;  B o d a n s k y ,  1 9 3 6 a ,  1 9 3 6 b ,  1 9 3 7 ,

1946  a n d  1 9 4 8 ) .

G o u ld  (1 9 4 4 )  show ed t h a t  f o r m a l d e h y d e ,  k e t e n e  a n d  

p h e n y l  i s o c y a n a t e ,  s u b s t a n c e s  w h i c h  co m b in e  w i t h  

g r o u p s ,  c a u s e d  i n h i b i t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  w h ic h  

s u g g e s t e d  a  p r i m a r y  am ino  g ro u p  may be  i n v o l v e d  i n  t h e  

e n z y m ic  r e a c t i o n .

R o c h e ,  D an zas  and  N g u y e n - v a n - T h o a i  (1 9 4 4 )  f o u n d  t h a t  

i o d i d e s  a n d  m o n o i o d o a c e t i c  a c i d  w e r e  w i t h o u t  e f f e c t  on t h e  

enzyme a n d  S i z e r  (1 9 4 2 )  show ed  t h a t  v a r i o u s  o x i d i s i n g  a n d  

r e d u c i n g  s u b s t a n c e s  o v e r  a  l a r g e  pH r a n g e  c a u s e d  n o  s i g n i f i ­

c a n t  c h a n g e  i n  a c t i v i t y ,  w h ic h  s u g g e s t s  t h a t  -SH g r o u p s  p l a y  

no  s i g n i f i c a n t  p a r t  i n  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .

S c h m id t  an d  T h a n n h a u s e r  (1 9 4 3 )  inhen u s i n g  p u r i f i e d  

i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  f o u n d  t h a t  t h e  a l c o h o l  m o i e t i e s  f o r m e d  

b y  p h o s p h a t a s e  a c t i o n  h a d  n o  e f f e c t  on enzym e a c t i v i t y ,  w h e r e ­

a s  t h e  p h o s p h a t e  i o n  a lw a y s  c a u s e d  a  m a rk e d  I n h i b i t i o n  w h ic h  

w as p a r t l y  c o m p e t i t i v e  i n  n a t u r e .  T h e s e  f a c t s  s u g g e s t  t h a t  

p h o s p h a t a s e s  may c o m b in e  w i t h  t h e  s u b s t r a t e  I o n s  t h r o u g h  t h e  

p h o s p h a t e  g r o u p .

Cohn (1 9 4 9 )  s t u d i e d  t h e  p o i n t  o f  a t t a c k  o f  t h e  e n z y m e , 

i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  on  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  u s i n g  

a  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  H2 1 8 0 a n d  f ro m  t h e  c o n t e n t



o f  t h e  p h o s p h o r i c  a c i d  fo r m e d  s h e  f o u n d  a  c l e a v a g e  o f  t h e  

0 -  P b o n d  o n  e n z y m ic  a c t i o n  w h ich  d i f f e r s  f r o m  t h e  a c i d  

c a t a l y s e d  r e a c t i o n  w h e re  s p l i t t i n g  w as b e tw e e n  t h e  C a n d  

0 a to m s

0 -  P C
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c

h y d r o l y s i s

0
d  h y d r o l y s i s

I n  v ie w  o f  t h e  c o n s i d e r a b l e  s p e c u l a t i o n  c o n c e r n i n g  

t h e  a c t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  m e n t i o n  s h o u l d  be  made 

o f  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  Bam aan (1 9 3 9 )  a n d  Bamaan a n d  M e is e n -  

h e i m e r  ( 1 9 3 8 ) ,  who show ed  t h a t  c o l l o i d a l  h y d r o x i d e s  o f  many 

m e t a l s  s p l i t  g l y c e r o p h o s p h a t e s  i n  a  w e a k ly  a l k a l i n e  m edium  

w i t h  a n  o p t i m a l  pH a r o u n d  9 , 0 .  The h y d r o x i d e s  o f  many 

r a r e  e a r t h s  w e re  th e  m o s t  a c t i v e ;  t h o s e  o f  m a n g a n e s e ,  i r o n  

a n d  a l k a l i n e  e a r t h s  t h e  l e a s t .  I n  1948  Bamaan a n d  N ow otny 

show ed t h a t  l a n t h a n u m / # - g l y c e r o p h o s p h a t e  i n  a q u e o u s  s u s ­

p e n s i o n  h y d r o l y s e d  s p o n t a n e o u s l y  a t  pH 9 . 5  a t  3 7 ° ,  c o n d i t i o n s  

w h e re  t h e  g l y c e r o p h o s p h a t e s  o f  t h e  a l k a l i  e a r t h  m e t a l s  a r e  

s t a b l e .

THE ACID PHOSPHATASES.

The p u r i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  n o n ­

s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  a c i d  pHs i s  l e s s  

c o m p le te  t h a n  t h a t  o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s .

T h re e  d i f f e r e n t  a c i d  p h o s p h a t a s e s  h a v e  b e e n  r e c o g n i s e d



a s  o c c u r r i n g  i n  a n i m a l  t i s s u e s .

P h o s p h o m o n o e s t e r a s e  t y p e  I I  w h ic h  i s  c h a r a c t e r i s e d  

b y  h a v i n g  a  pH op tim um  b e tw e e n  5 . 0  a n d  6 . 0  i s  f o u n d  i n  

h i g h e r  p l a n t s ,  f u n g i ,  m am m alian  s p l e e n  a n d  l i v e r  a n d  i n  

human p r o s t a t e .  M ost o f  t h e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h i s  

enzym e h a s  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  s t u d i e s  on t h e  p r o s t a t e  en zy m e . 

E l e c t r o d i a l y s i s ,  a d s o r p t i o n  a n d  p r e c i p i t a t i o n  b y  n e u t r a l  

s a l t s  h a v e  b e e n  e m p lo y e d  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h i s  enzym e 

by  K u t s c h e r  (1 9 3 5 )  an d  K u t s c h e r  a n d  Pany  ( 1 9 3 8 ) .  Bamaan 

a n d  D i e d e r i c h s  ( 1 9 3 4 ,  1 9 3 5 )  show ed t h a t  t h i s  enzym e i s  n o t  

i n f l u e n c e d  by  Mg an d  o t h e r  d i v a l e n t  c a t i o n s ,  s u l p h y d r y l  

com pounds a n d  a l k a l i  c y a n i d e s .  F l u o r i d e  i o n s ,  e v e n  a t  low  

c o n c e n t r a t i o n s  (R o c h e ,  N g u y e n - v a n - T h o a i  a n d  D a n z a s ,  1 9 4 4 ) ,  

a n d  m o ly b d a t e  i o n s  ( C o u r t o i s  and  B o s s a r d ,  1 9 4 4 )  w e re  f o u n d  

t o  b e  i n h i b i t o r y .

The t y p e  I I I  p h o s p h a t a s e  w h ic h  i s  o p t i m a l l y  a c t i v e  

a t  pH 3 . 4  -  4 . 2  a p p e a r s  t o  b e  p r e s e n t  i n  s p l e e n  a n d  l i v e r  

( N g u y e n - v a n - T h o a i ,  1 9 4 1 ;  Bamaan an d  S a l z e r ,  1 9 3 7 ;  A b u l-  

F a d l  a n d  K in g ,  1 9 4 9 d ) ,  b u t  t h i s  enzyme i s  v e r y  l a b i l e  a n d  n o  

p u r i f i c a t i o n  o f  i t  f r o m  m am m alian  s o u r c e s  h a s  a s  y e t  b e e n  

a c h i e v e d .

T h e r e  a r e  c l a i m s  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  ty p e  IV a c i d  

p h o s p h a t a s e  w h ic h  i s  o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  pHs 5 , 5  -  6 . 2 .

T h i s  enzym e d i f f e r s  f ro m  t h e  o t h e r  a c i d  p h o s p h a t a s e s  i n  b e i n g



s t r o n g l y  a c t i v a t e d  b y  Mg** a n d  Mn** i o n s  a n d  b e i n g  m o re  

a c t i v e  t o w a r d s  U. - g l y c e r o p h o s p h a t e  t h a n  t o w a r d s  7 6 - g l y c e r o ­

p h o s p h a t e .  I t  a p p e a r s  to  b e  p r e s e n t  i n  m am m alian  t i s s u e s  

i n  r e d  b l o o d  c e l l s  ( A b u l - F a d l  a n d  K in g ,  1 9 4 9 d ) .

I t  h a s  a l r e a d y  b e e n  m e n t i o n e d  t h a t  b o t h  t y p e  I I  and  

t y p e  I I I  p h o s p h a t a s e s  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n t o  a p o p h o s p h a t a s e  

a n d  c o p i i o s p h a t a s e  c o m p o n e n ts  an d  t h e  c o p h o s p h a t a s e  o f  a l k a l ­

i n e  p h o s p h a t a s e  c a n  a p p a r e n t l y  be  r e p l a c e d  b y  t h a t  o f  e i t h e r  

t y p e  I I  o r  t y p e  I I I  enzym e a n d  v i c e  v e r s a .

THE SYNTHETIC AND PHOSPHOTRANSFERASE ACTIVITIES OF 

PHOSPhOMOM OESTERASES.

P l a n t  e x t r a c t s  i n c u b a t e d  w i t h  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  

a n d  a l c o h o l  w e re  f o u n d  t o  c a u s e  a  d i s a p p e a r a n c e  o f  i n o r g a n i c  

p h o s p h a t e  (B o d n a r ,  1 9 2 5 ) .  A s i m i l a r  phenom enon  w as  o b s e r v e d  

i n  a n im a l  t i s s u e s  b y  M a r t l a n d  and  R o b i s o n  ( 1 9 2 5 ) .  T h e s e  

w o r k e r s  show ed  t h a t  g l y c e r o l ,  g l y c o l  a n d  m a n n i t o l  i n  f a i r l y  

h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  c a u s e d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  i n o r g a n i c  p h o s ­

p h a t e  c o n t e n t  o f  t h e  m edium  w hen i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

b o n e  p h o s p h a t a s e .  Kay (1 9 2 6 )  a l s o  f o u n d  a n  u p t a k e  o f  i n ­

o r g a n i c  p h o s p h a t e  by m e t h a n o l ,  e t h y l e n e  g l y c o l  a n d  g l y c e r o l  

w h ic h  w as c a t a l y s e d  by k i d n e y  o r  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  a n d  

t h i s  w o r k e r  i s o l a t e d  t h e  b a r iu m  s a l t s  o f  t h e  m o n o p h o s p h o r ic  

e s t e r s  o f  g l y c e r o l  a n d  g l y c o l  f ro m  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  

(K ay , 1 9 2 8 a  & b ) .



An i n t e r e s t i n g  p r o p e r t y  o f  t h e  p h o s p h o m o n o e s t e r a s e s  

w h ic h  h a s  r e c e n t l y  b e e n  d i s c o v e r e d  i s  t h e i r  a b i l i t y  t o  c a t a l y s e  

t h e  t r a n s f e r  o f  p h o s p h a t e  g r o u p s  f r o m  com pounds  h a v i n g  a  h i g h  

f r e e  e n e r g y  o f  h y d r o l y s i s  t o  a l c o h o l s  s u c h  a s  g l y c e r o l ,  

g l u c o s e ,  f r u c t o s e ,  e t c . ,  w h ere  t h e  p h o s p h a t e  com pound h a s  a  

l o w e r  f r e e  e n e r g y  o f  h y d r o l y s i s .

A p p l e y a r d  (1 9 4 8 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  a l ­

c o h o l s  o n  t h e  h y d r o l y s i s  o f  p h e n o l p h t h a l e i n  p h o s p h a t e  by 

p r o s t a t e  e x t r a c t s  a t  pH 5 . 2  and  fo u n d  t h a t  m e t h y l ,  e t h y l ,  

n - p r o p y l  a n d  i s o - p r o p y l  a l c o h o l s  an d  e t h y l e n e  g l y c o l  c a u s e d  

a n  i n c r e a s e  i n  t h e  l i b e r a t i o n  o f  f r e e  p h e n o l p h t h a l e i n .  F r e e  

I n o r g a n i c  p h o s p h a t e  l i b e r a t i o n  sh o w e d ,  h o w e v e r ,  no  c h a n g e  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  m e t h y l ,  e t h y l  a n d  n - p r o p y l  a l c o h o l s ,  a n  i n ­

c r e a s e  i n  th e  p r e s e n c e  o f  i s o - p r o p y l  a l c o h o l  a n d  a  d e c r e a s e  

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  e t h y l e n e  g l y c o l .  The p h o s p h a t e  a r i s i n g  

f ro m  h y d r o l y s i s  o f  p h e n o l p h t h a l e i n  p h o s p h a t e  c o u l d  n o t  b e  

a c c o u n t e d  f o r  e n t i r e l y  a s  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  a n d  t h e  f o r m a ­

t i o n  o f  a  s t a b l e  p h o s p h a t e  e s t e r  was s u g g e s t e d .

I n  1948 A x e l r o d  show ed th e  f o r m a t i o n  o f  m e t h a n o l

p h o s p h a t e  f r o m  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f
«

'K O
n a v e l  o r a n g e  j u i c e  p h o s p h a t a s e .  When P - l a b e l l e d  p -  

n i t r o p h e n y i  p h o s p h a t e  was u s e d  t h e  m e t h a n o l  p h o s p h a t e  f o r m e d  

was r a d i o a c t i v e ,  b u t  when u n l a b e l l e d  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  

was u s e d  and  t h e  r e a c t i o n  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f



l a b e l l e d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  t h e  m e t h a n o l  p h o s p h a t e  was u n ­

l a b e l l e d .  T h i s  i n d i c a t e d  a  d i r e c t  t r a n s f e r  o f  p h o s p h a t e  

c a t a l y s e d  b y  p h o s p h a t a s e  w i t h o u t  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  s t a g e  

o f  f r e e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .

M e y e rh o f  a n d  G re e n  (1 9 4 9 )  d e m o n s t r a t e d  t r a n s p l i o s -

p h o r y l a t i o n  b y  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  I n  t h e  a b s e n c e
32o f  n u c l e o t i d e s  f r o m  P l a b e l l e d  p h o s p h o c r e a t i n e  t o  g l y c e r o l .  

S i m i l a r  r e s u l t s  w ere  f o u n d  when t h e  g l y c e r o l  was r e p l a c e d  b y  

f r u c t o s e .  Compounds s u c h  a s  p h o s p h o p y r u v a t e  a n d  g l u c o s e - 1 -  

p h o s p h a t e  w h ic h  h a v e  a  r e l a t i v e l y  h i g h  f r e e  e n e r g y  o f  

h y d r o l y s i s  c o u l d  a l s o  p a r t i c i p a t e  a s  p h o s p h a t e  d o n o r s  i n  t h i s  

d i r e c t  p h o s p h a t e  t r a n s f e r .  G re e n  an d  M e y e rh o f  (1 9 5 0 )  

f u r t h e r  show ed t h a t  p h o s p h o p y r u v a t e  a n d  n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  

c o u l d  s e r v e  a s  p h o s p h a t e  d o n o r s  in  th e  t r a n s f e r a s e  s y s t e m  

an d  a l s o  t h a t  a c i d  p h o s p h a t a s e  c o u l d  c a t a l y s e  t h e  r e a c t i o n .

R e c e n t l y  G reen  and  M e y e rh o f  (1 9 5 2 )  s t u d i e d  t h e  

k i n e t i c s  o f  t h e  t r a n s p h o s p h o r y l a t i o n  r e a c t i o n  w i t h  a c i d  semen 

p h o s p h a t a s e  a n d  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  and' f o u n d  t h e  

h i g h e s t  r a t e s  o f  t r a n s f e r  w ere  g i v e n  w i t h  a c e t y l  p h o s p h a t e  

a n d  l o w e s t  w i t h  p h o s p h o p y r u v a t e .  Semen p h o s p h a t a s e  c a t a l y s ­

e d  a  h i g h e r  r a t e  o f  t r a n s f e r e n c e  t h a n  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e .  

A d e n o s in e  t r i p h o s p h a t e  (ATP) w as shown t o  p a r t i c i p a t e  i n  

t r a n s p h o s p h o r y l a t i o n  t o  g l y c e r o l  i n  th e  p r e s e n c e  o f  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  t o  a  s m a l l e r  e x t e n t  t h a n  d i d  t h e  o t h e r  p h o s p h a t e



d o n o r s  a n d  was f o u n d  t o  be a n  e v e n  l e s s  e f f e c t i v e  d o n o r  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  sem en  p h o s p h a t a s e .  The r a t e  o f  t r a n s ­

p h o s p h o r y l a t i o n  d i d  n o t  a p p e a r  t o  be  s o l e l y  d e p e n d e n t  u p o n  

t h e  f r e e  e n e r g y  o f  h y d r o l y s i s  o f  t h e  p h o s p h a t e  d o n o r  a n d  t h e  

a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e l a t i v e  a f f i n i t i e s  o f  t h e  d o n o r s  

f o r  t h e  enzym e and  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme s u b s t r a t e  com­

p l e x  a r e  m ore  i m p o r t a n t .  W i th  sem en p h o s p h a t a s e ,  b u t  n o t  

w i t h  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e ,  c e r t a i n  p h o s p h a t e  d o n o r s  p r o d u c e  

g l y c e r y l  p h o s p h a t e  i n  e x c e s s  o f  t h e  t h e o r e t i c a l  e q u i l i b r i u m  

c o n c e n t r a t i o n ,  a c e t y l  p h o s p h a t e  b e i n g  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  

p h o s p h a t e  d o n o r  i n  t h i s  r e s p e c t .

THE SPECIFIC PHOSPHATASES OF LIVER.

The p h o s p h o m o n o e s t e r a s e s  d i s c u s s e d  so  f a r  h a v e  a  w id e  

r a n g e  o f  s p e c i f i c i t y  b u t  t h e r e  e x i s t  i n  many m am m alian  t i s s u e s  

h o w e v e r ,  p h o s p h a t a s e s  a t t a c k i n g  s i n g l e  o r  s p e c i f i c  t y p e s  o f  

s u b s t r a t e .

L e v e n e  a n d  M e d ig r e c e a n u  ( 1 S1 1 ) f o u n d  t h a t  c e r t a i n  

t i s s u e  e x t r a c t s  a t t a c k e d  m o n o - n u c l e o t i d e s  v / i t h  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e .  R e i s  (1 9 3 4 )  d e s c r i b e d  t h e  p r e s e n c e  

i n  h e a r t  m u s c l e  o f  a  h i g h l y  s p e c i f i c  5 * - n u c l e o t i d e  p h o s p h a t a s e  

w h ic h  was d e s c r i b e d  a s  5 * - n u c l e o t i d a s e . R e i s  (1 9 3 7 a  & b )  

l a t e r  f o u n d  t h i s  enzyme to  be  p r e s e n t  i n  n e r v o u s  t i s s u e ,  l u n g s  

t e s t e s ,  f o e t a l  m em branes  a n d  r e t i n a .  S nake  venom was fo u n d



t o  b e  a  v e r y  p o t e n t  s o u r c e  o f  t h i s  enzym e by  G u l l a n d  a n d  

J a c k s o n  (1 9 3 8 )  a n d  Mann (1 9 4 5 )  d e m o n s t r a t e d  i t s  p r e s e n c e  

i n  b u l l  s e m i n a l  p l a s m a .  R e i s  (1 9 5 0  a n d  1 951) s t u d i e d  t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  5 1- n u c l e o t i d a s e  i n  hum an t i s s u e s  a n d  f o u n d  

t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  i n  t h y r o i d ,  t e s t e s  a n d  a o r t a  w a l l .  

A d e n o s i n e - 5 1-m o n o p h o s p h a te  w as f o u n d  t o  be  h y d r o l y s e d  much 

m ore  r e a d i l y  t h a n  p h e n y l  p h o s p h a t e  o r / 3  - g l y c e r o p h o s p h a t e  

a t  pHs a r o u n d  7 . 0  i n  a l l  t i s s u e s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  p r o s t a t e  

g l a n d  an d  i n t e s t i n a l  m u c o s a .  The 5 ’ - n u c l e o t i d a s e  o f  s n a k e  

venom h a s  b e e n  s e p a r a t e d  f r o m  d i e s t e r a s e  b y  a d s o r p t i o n  

c h r o m a to g r a p h y  u s i n g  c e l l u l o s e  c o lu m n s  ( H u r s t  a n d  ^ u t l e r , 1 9 5 1 ) .

H e p p le  a n d  H ilm oe (1950  a n d  1 9 5 1 )  a c h i e v e d  a  5 0 - f o l d  

p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  enzym e f r o m  b u l l  s e m i n a l  p la s m a  u t i l i s i n g  

ammonium s u l p h a t e  an d  a l c o h o l  f r a c t i o n a t i o n ,  h e a t i n g  t o  60° 

f o r  2 0  m i n u t e s  a n d  a d s o r p t i o n  o f  t h e  enzyme on  a lu m in iu m  g e l .  

T he  p u r i f i e d  enzym e s p l i t  I n o s i n e - 5  T- m o n o p h o s p h a t e , n i c o -  

t i n a m i d e r i b o s i d e - 5 1- m o n o p h o s p h a t e , u r i d i n e - 5 1- m o n o p h o s p h a t e , 

c y t i d i n e - 5 1- m o n o p h o s p h a te  a n d  r i b o s e - 5 - p h o s p h a t e .  E x p e r i ­

m e n t a l  d a t a  I n d i c a t e d  t h a t  a l l  t h e s e  s u b s t r a t e s  w e re  a t t a c k e d  

b y  t h e  same enzyme an d  t h a t  a d e n o s i n e - 3 1-m o n o p h o s p h a te  w as 

n o t  a t t a c k e d .  Mg** i o n s  w e re  fo u n d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  f u l l  

a c t i v i t y  a n d  c o u l d  n o t  b e  r e p l a c e d  by  Ca++ o r  Mn* *  I o n s .

The d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  M g^ions  was 

d e p e n d e n t  u p o n  t h e  e l e c t r o l y t e  p r e s e n t  i n  t h e  m ed iu m , f o r



e x a m p l e ,  0 . 0 1  M so d iu m  f l u o r i d e  c a u s e d  7 0 ^  i n h i b i t i o n  a n d  

b o r a t e  b u f f e r  a b o u t  a n  85$> i n h i b i t i o n .

N o v i k o f f ,  P o d b e r  a n d  Ryan (1 9 5 0 )  h a v e  show n t h a t  

5 ’ - n u c l e o t i d a s e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n u c l e a r  a n d  m i t o ­

c h o n d r i a l  f r a c t i o n s  o f  t h e  r a t - l i v e r  c e l l .

The f i r s t  s u g g e s t i o n  t h a t  h e x o s e  p h o s p h a t e s  w e re  

h y d r o l y s e d  b y  s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  came f r o m  t h e  w o rk  o f  

F a n t l  an d  Rome ( 1 9 4 5 ) .  T h e se  a u t h o r s  f o u n d  t h e  s h a p e  o f  

t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  f o r  th e  e n z y m ic  h y d r o l y s i s  o f  t h e  

h e x o s e  p h o s p h a t e s  d i f f e r e d  f r o m  t h o s e  o b t a i n e d  when g l y c e r o ­

p h o s p h a t e  o r  p h e n y l  p h o s p h a t e  w as  u s e d  a s  s u b s t r a t e ,  n o  

p e a k  d u e  t o  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  b e i n g  o b s e r v e d  

w i t h  t h e  s u g a r  p h o s p h a t e s .  The e x i s t e n c e  o f  a  s p e c i f i c  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  was p r o p o s e d  and  i t  w as s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  h y d r o l y s i s  o f  th e  o t h e r  h e x o s e  p h o s p h a t e s  c o u l d  b e  e x ­

p l a i n e d  by  an  enzym e s y s t e m  i n v o l v i n g  t h i s  enzyme a n d  p h o s -  

p h o g lu c o m u ta s e  o r  h e x o 3 e m o n o p h o s p h a te  i s o m e r a s e .  De Duve, 

B e r t h e t ,  H e r s  an d  D u p r e t  (1 9 4 9 )  s e p a r a t e d  a n  enzym e s p e c i f i c  

f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  f r o m  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  i n  l i v e r  b y  p r e c i p i t a t i o n  a t  pH 5 . 0  -  5 . 5 .  The 

s p e c i f i c  enzym e was d i f f e r e n t i a t e d  b y  a  v e r y  r a p i d  i n a c t i v a ­

t i o n  a t  a c i d  p H s .  I t s  a c t i v i t y  t o w a r d s  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e , 

f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e  a n d  / 3 - g l y c e r o p h o s p h a t e  w as n o t  m o re  

t h a n  2 -  3% o f  i t s  a c t i v i t y  t o w a r d s  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e , t h e



a c i d  p h o s p h a t a s e ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  b e i n g  much m o re  a c t i v e  

o n  ^ - g l y c e r o p h o s p h a t e  t h a n  on t h e  h e x o s e  m o n o p h o s p h a t e s .

Sw anson  (1 9 5 0 )  c l a i m e d  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  p a r t i a l  

p u r i f i c a t i o n  o f  a  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  f r o m  l i v e r .  H e r  

m e th o d  i n v o l v e d  i s o e l e c t r i c  p r e c i p i t a t i o n  a t  pH 5 . 5 ,  a d ­

s o r p t i o n  o f  I m p u r i t i e s  on a lu m in iu m  h y d r o x i d e  a n d  ammonium 

s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n . The p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  w as f r e e  

f r o m  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  a c t i v i t y  a n d  d i d  n o t  h y d r o l y s e  

g l u c o s e - l - p h o s p h a t e . As p u r i f l c a t i o n  p r o c e e d e d ,  t h e  d i m i n u ­

t i o n  i n  t h e  r a t e  o f  s p l i t t i n g  o f  f r u c t o s e - 6- p h o s p h a t e  

p a r a l l e l e d  t h e  d e c r e a s e  i n  i s o m e r a s e  a c t i v i t y .  A r s e n l t e , 

i o d o a c e t a t e  h i s t i d i n e ,  c y a n i d e  a n d  p h l o r h i z i n  h a d  n o  e f f e c t  

on i t s  a c t i v i t y ,  w h i l e  m o ly b d a t e  i n h i b i t e d  s t r o n g l y  a n d  

a r s e n a t e  a n d  f l u o r i d e  i n h i b i t e d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t .  C a lc iu m  

a n d  m a g n es iu m  i o n s  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  r a t e  o f  h y d r o l y s i s  

o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  b y  th e  p u r i f i e d  enzyme w h ic h  show ed  

o p t i m a l  a c t i v i t y  a t  pH 6 . 5 .  A l l  f r a c t i o n s  w h ic h  w e r e  a c t i v e  

i n  s p l i t t i n g  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  w e re  a l s o  a c t i v e ' i n  s p i t t i n g  

g l y c e r o p h o s p h a t e  an d  t h e  pH op tim um  w i t h  t h i s  l a t t e r  s u b ­

s t r a t e  w as a l s o  fo u n d  t o  b e  6 . 5 ,

The i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s ­

p h a t a s e  was s t u d i e d  by  De D uve , B e r t h e t  a n d  H e rs  (1 9 5 0 )  a n d  

t h e y  fo u n d  t h a t  t h e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f , l i v e r  

a n d  k i d n e y  was s t r o n g l y  b o u n d  t o  t h e  m ic r o s o m a l  f r a c t i o n .



S i n c e  t h e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  o f  S w anson  h a d  n o  

a c t i v i t y  on  g l u e o s e - 1 - p h o s p h a t e , t h e  m e c h a n is m  o f  h y d r o l y s i s  

o f  t h i s  l a t t e r  com pound i s  o f  g r e a t  i n t e r e s t .  F l e u r y ,  

C o u r t o i s ,  A n a g n o s t o p o l o u s  a n d  D e s j o b e r t  (1 9 5 0 )  c l a i m e d  

t h a t  t h e  p u r i f i e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  o f  k i d n e y ,  l i v e r  a n d  

b o n e  a n d  p u r i f i e d  hum an p r o s t a t e  p h o s p h a t a s e  w e re  a b l e  t o  

h y d r o l y s e  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  m ore  o r  l e s s  r a p i d l y .

B ro h -K a h n  a n d  M ir s k y  (1 9 4 8 )  h a d  i n v e s t i g a t e d  v a r i o u s  p o s s i b l e  

m e c h a n is m s  f o r  t h e  b re a k d o w n  o f  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e  a n d  

t h e s e  w o r k e r s  c o n c l u d e  t h a t  t h e  m o s t  p r o b a b l e  r o u t e  o f  

h y d r o l y s i s  o f  t h i s  compound I s  v i a  a  c o n v e r s i o n  t o  g l u c o s e -  

6- p h o s p h a t e .  S in c e  t h e  g l u c o s e  p h o s p h a t e s  o f  l i v e r  a r e  

t h e  u l t i m a t e  s o u r c e s  o f  b l o o d  g l u c o s e ,  t h e  p a th w a y  o f  

g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  b re a k d o w n  i s  o f  g r e a t  p h y s i o l o g i c a l  im ­

p o r t a n c e .

P h o s p h o g l u c o m u t a s e , t h e  enzyme r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  t o  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e , 

was d i s c o v e r e d  b y  G o r i  a n d  G o r i  (1 9 3 6 )  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  

v a r i o u s  m e t a l l i c  i o n s  on m u ta s e  p r e p a r a t i o n s  o f  t i s s u e  e x ­

t r a c t s  w e re  s t u d i e d  by G o r i ,  C o lo w ic k  a n d  G o r i  ( 1 9 3 8 ) .

Mg** a n d  Mn** i o n s  w ere  b o t h  shown t o  h a v e  a n  a c t i v a t i n g  

e f f e c t ,  t h e  l a t t e r  i o n  p r o d u c i n g  a  g r e a t e r  e f f e c t  t h a n  t h e  

f o r m e r .  S in c e  t h e  e x t r a c t s  s t i l l  h a d  a c t i v i t y  a f t e r  

e l e c t r o d i a l y s i s  a n d  2 0 - f o l d  d i l u t i o n ,  i t  w as a s s u m e d  t h a t



3 8 .

t h e  enzym e c o u l d  a c t  -w i th o u t  t h e  p r e s e n c e  o f  m e t a l l i c  i o n s .  

The a c t i v a t i n g  e f f e c t  o f  Mg*"*" was i n h i b i t e d  b y  NagSO^,

N a C l ,  KC1 a n d  C aC lg  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  20  mM. The 

e f f e c t  o f  Mg'1"4- a n d  Mn** i o n s  t o g e t h e r  w as  n o t  a d d i t i v e .  

C i t r a t e ,  v e r o n a l ,  g l y c e r o p h o s p h a t e  a n d  s o d iu m  b i c a r b o n a t e - 

c a r b o n a t e  b u f f e r s  a l l  i n h i b i t e d  when no a c c e l e r a t i n g  i o n  

was p r e s e n t .

S t r i c k l a n d  (1 9 4 9 )  s t u d i e d  i n  g r e a t  d e t a i l  t h e  e f f e c t  

o f  m e t a l l i c  i o n s  on m u t a s e  p r e p a r a t i o n s .  He o b s e r v e d
JLJ-

maximum a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  two i o n s  s u c h  a s  Mg 

a n d  Ou4 4 *

M u sc le  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  w as o b t a i n e d  i n  c r y s t a l l i n e  

fo r m  b y  H a j j a r  ( 1 9 4 8 ) .  The enzyme a p p e a r e d  t o  be q u i t e  

s t a b l e  when k e p t  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  63° f o r  3 m i n u t e s  an d  

t h i s  p r o p e r t y  w as  u t i l i s e d  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n .  The pH 

optim um  o f  t h e  p u r i f i e d  enzyme was a t  7 . 5  a n d  c y s t e i n e  a n d  

m ag n es iu m  b o t h  c a u s e d  a c t i v a t i o n ,  e a c h  s h o w in g  g r e a t e s t  

a c t i v a t i o n  a t  a n  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n .  S u t h e r l a n d  (1 9 4 9 )  

show ed t h a t  v a r i o u s  m e t a l  b i n d i n g  a g e n t s  su ch  a s  c y s t e i n e ,  

g l u t a t h i o n e ,  8 - h y d r o x y q u i n o l i n e  a n d  a l b u m i n  a l l  p r o d u c e d  

a c t i v a t i o n .

The e x i s t e n c e  o f  a  coenzym e f o r  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  

w as f i r s t  s u g g e s t e d  by  L e l o i r  a n d  h i s  c o l l e a g u e s  ( C a p u t t o ,  

L e l o i r ,  T r u c c o ,  C a r d i n i  a n d  P a l a d i n i ,  1 9 4 8 ) .  The coenzym e



w as r e s i s t a n t  t o  a l k a l i  b u t  w as  d e s t r o y e d  by  a c i d  a n d  

a p p e a r e d  t o  f o l l o w  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i n  m o s t  s c h e m e s  o f  

f r a c t i o n a t i o n .  K e n d a l  a n d  S t r i c k l a n d  (1 9 3 8 )  h a d  e a r l i e r  

shown t h a t  p r e p a r a t i o n s  o f  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e  h a d  a n  

a c t i v a t i n g  e f f e c t  on p h o s p h o g lu c o m u ta s e  a n d  t h i s  s u b s t a n c e  

w as a t  f i r s t  b e l i e v e d  t o  b e  t h e  coenzym e s i n c e  i t s  p r o p e r ­

t i e s  w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  coenzym e d i s c o v e r e d  b y  

L e l o i r  a n d  h i s  c o l l e a g u e s  w i t h  t h e  one e x c e p t i o n  t h a t  t h e  

a c t i o n  o f  a l k a l i  on t h e  coenzym e w as  d i f f e r e n t  f ro m  i t s  

a c t i o n  on  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e .  H o w ev er ,  t h e  L e l o i r  s c h o o l  

b e l i e v e d  t h a t  t h e  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e  p r e p a r a t i o n s  w e re  

c o n t a m i n a t e d  w i t h  t h e  coenzym e a n d  f r o m  a  c o n s i d e r a t i o n  o f  

t h e i r  a n a l y t i c a l  d a t a  t h o u g h t  t h a t  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  w o u ld  

b e  t h e  m o s t  l i k e l y  s u b s t a n c e  t o  b e  t h e  c o en z y m e . T hey  

show ed t h a t  t h i s  w as i n d e e d  t h e  c a s e  ( L e l o i r ,  T r u c c o ,  C a r d i n i ,  

P a l a d i n i  a n d  C a p u t t o ,  1 9 4 8 ;  C a r d i n i ,  P a l a d i n i ,  C a p u t t o ,

L e l o i r  a n d  T r u c c o ,  1 9 4 9 )  a n d  a  m e th o d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  

t h e  coenzym e f ro m  f r u c t o s e  d i p h o s p h a t e  was d e s c r i b e d .

A c h e m i c a l  s y n t h e s i s  o f  p u r e  -  a n d / ^  - g l u c o s e - 1 ,  

6 - d i p h o s p h a t e  was d e s c r i b e d  b y  P o s t e r n a c k  (1 9 4 9 )  a n d  t h e  -<: -  

fo r m  w as f o u n d  t o  b e  a c t i v e  a s  t h e  co en z y m e .

An e n z y m a t i c  s y n t h e s i s  o f  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  

( 0 - 1 ,  S - d i P )  was c a r r i e d  o u t  b y  P a l a d i n i ,  C a p u t t o ,  L e l o i r ,



T r u c c o  a n d  C a r d i n i  (1 9 4 9 )  u s i n g  m u s c l e  o r  y e a s t  enzyme 

p r e p a r a t i o n s .  The enzym e i n v o l v e d  w as a  g l u c o s e - l - p h o s -  

p h a t e  k i n a s e  a n d  t h e  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  w a s : -

G - l - P  + A T P  >  G - l , 6- d i P  +  ADP

w h e re  G - l - P  = g l u c o s e - l - P O ^

ATP = a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e

ADP = a d e n o s i n e  d i p h o s p h a t e .

I t  show ed a  pH op tim um  a t  6 .8  a n d  w as  a c t i v a t e d  b y  Mg o r  

Mn++ i o n s .

Two a d d i t i o n a l  e n zy m ic  s y n t h e s e s  o f  t h e  co en zy m e  

h a v e  b e e n  r e p o r t e d  by L e l o i r  a n d - h i s  c o l l e a g u e s .  L e l o i r ,  

T r u c c o ,  C a r d i n i ,  P a l a d i n i  a n d  C a p u t t o  ( 1 9 4 9 ) ,  u s i n g  e x ­

t r a c t s  o f  E .  C o l i ,  o b t a i n e d  e v i d e n c e  o f  t h e  f o l l o w i n g  r e ­

a c t i o n  : -

2 G l u c o s e - l - P O ^  — ^ G lu c o s e  +  G l u c o s e - 1 ,  6 - d i p h o s p h a t e  

a n d  a  p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  enzym e f r o m  c e l l - f r e e  e x ­

t r a c t s  was r e p o r t e d .  A d e n o s in e  t r i p h o s p h a t e  d i d  n o t  t a k e

p a r t  i n  t h e  r e a c t i o n  a n d  t h e  enzym e was a c t i v a t e d  by  
HU"

c y s t e i n e  and  Mg i o n s  a n d  i n h i b i t e d  b y  f l u o r i d e s .  A s m a l l  

s y n t h e s i s  o f  t h e  c o e n z y m e ,  0 . 1$ ,  was f o u n d  b y  C a r d i n i  (1951a) 

when h e  i n c u b a t e d  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  w i t h  k i d n e y  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e .

P a l a d i n i  (1 9 5 1 )  e x a m in e d  v a r i o u s  r a t  o r g a n s  f o r  t h e i r  

c o n t e n t  o f  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  an d  h e  r e p o r t e d  t h e  f o l l o w i n g
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d a t a :

O rg a n JX m o le s  coenzym e 
p e r  g .  t i s s u e

M u sc le
h e a r t
b r a i n
l i v e r
k i d n e y
i n t e s t i n e
b l o o d

0 . 0 0 6 - 0 . 1 0
0 . 0 2 6
0 .0 2 7
0 .0 1 7
0 .0 0 8
0 .0 0 7
0 . 0 1 3 - 0 . 1 3 0

A l l  t l i e  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  i n  b l o o d  w as fo u n d  i n  t h e  r e d  

b l o o d  c e l l s .  No s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  w e re  f o u n d  i n  p a n ­

c r e a t i c  o r  a l l o x a n  d i a b e t e s ,  b u t  i n c r e a s e s  o f  a b o u t  1 0 0 $  

w e re  o b s e r v e d  i n  m u s c le  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  g l u c o s e ,  

a d r e n a l i n e  o r  i n s u l i n .

The m e ch a n ism  o f  t h e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  r e a c t i o n  

a n d  t h e  p a r t  p l a y e d  b y  th e  coenzym e w as e l u c i d a t e d  b y  

S u t h e r l a n d ,  Cohn, P o s t e r n a c k  a n d  C o r i  (1 9 4 9 )  who f o u n d  

t h a t  when g l u c o s e - l - p h o s p h a t e ,  l a b e l l e d  b o t h  w i t h  r a d i o ­

a c t i v e  c a r b o n  a n d  p h o s p h o r u s ,  w as i n c u b a t e d  w i t h  u n l a b e l l e d  

g l u c o s e - 1 , 6 - d i p h o s p h a t e  a n d  p h o s p h o g l u c o m u t a s e ,  t h e  g l u c o s e -  

1 , 6 - d i p h o s p h a t e  i s o l a t e d  d u r i n g  t h e  r e a c t i o n  w as f o u n d  t o  

b e  r a d i o a c t i v e ,  b o t h  i n  t h e  c a r b o n  a n d  p h o s p h a t e  m o i e t i e s .  

The schem e i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  I  w as  p r o p o s e d  t o  d e s c r i b e  

t h e  r e a c t i o n .



A l t h o u g h  t h e  c o e n z y ra lc  e f f e c t  o f  g l u c o s e - 1 , 6 - d i -  

p h o s p h a t e  i s  a p p a r e n t  w i t h  d i a l y s e d  y e a s t  e n z y m e , t h e  

e f f e c t  i s  m o re  d i f f i c u l t  t o  d e m o n s t r a t e  w i t h  t h e  m u s c l e  

en zym e. H ow ever , when th e  l a t t e r  i s  t r e a t e d  w i t h  a c i d  

ammonium s u l p h a t e ,  a c t i v a t i o n  b y  t h e  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  

was o b s e r v e d  ( C a r d i n i  e t  a l , , 1 9 4 9 ) .  I n  m u s c l e  t h e  c o ­

enzyme a p p e a r s  t o  b e  more f i r m l y  b o u n d  t o  th e  a p o e n z y m e . 

C a r d i n i  (1951^  d e m o n s t r a t e d  t h a t  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  i s  

a l s o  t h e  coenzym e f o r  j a c k - b e a n  m e a l  p h o s p h o g l u c o m u t a s e .

G o r i  Qt a l .  (1 9 3 8 )  f o u n d  no e v i d e n c e  f o r  t h e  c o n ­

v e r s i o n  o f  t h e  1 - p h o s p h a t e  e s t e r s  o f  m annose  a n d  g a l a c t o s e  

t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  6- p h o s p h a t e  e s t e r s  b y  e x t r a c t s  o f  

l i v e r ,  m u s c le  a n d  y e a s t .  L e l o i r  (1 9 5 1 )  sh o w ed , h o w e v e r ,  

t h a t  w i t h  y e a s t  and  m u s c le  e x t r a c t s  a n d  w i t h  c a t a l y t i c  

a m o u n ts  o f  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  m a n n o s e - 1 - p h o s p h a t e  w as t r a n s ­

fo r m e d  i n t o  m a n n o s e - 6- p h o s p h a t e .  He s u g g e s t e d  t h e  f o l l o w ­

i n g  r e a c t i o n  t a k e s  p l a c e : -

G l u c o s e - 1 , 6- d i p h o s p h a t e  + M a n n o s e - l - p h o s p h a t e
N

M
M a n n o s e - 1 , 6 - d i p h o s p h a t e  +  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .

The c o n v e r s i o n  w as a b o u t  40 t i m e s  s l o w e r  w i t h  m a n n o s e - l -  

p h o s p h a t e  t h a n  w i t h  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e .

P h o s p h o g l y c e r i c  a c i d  m u t a s e ,  th e  enzyme c a t a l y s i n g  

t h e  i n t e r c o n v e r s i o n  o f  2 -  a n d  3 - p h o s p h o g l y c e r i c  a c i d s ,  was



shown b y  S u t h e r l a n d ,  P o s t e r n a c k  and  C o r i  (1 9 4 9 )  t o  f o l l o w  

a  s i m i l a r  r e a c t i o n  m e c h a n is m .  I n  t h i s  c a s e  2 , 3 - d i p h o s -  

p h o g l y c e r i c  a c i d  a c t s  a s  coenzym e  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  

t h a t  o f  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e  i n  t h e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  r e ­

a c t i o n .

The i n t e r c o n v e r s i o n  o f  r i b o s e - 1 - p h o s p h a t e  a n d  r i b o s e -  

5 - p h o s p h a t e  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  r e s e m b l e  t h e  p h o s p h o ­

g lu c o m u ta s e  r e a c t i o n .  S c h l e n k  (1 9 4 9 )  f i r s t  p r o d u c e d  i n ­

d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  r i b o s e - l - p h o s p h a t e . 

Enzym es w e re  l a t e r  fo u n d  i n  m u s c l e  b y  S a b l e  (1 9 5 2 )  a n d  i n  

l i v e r  by  Abram s an d  K lenow  (1 9 5 1 )  w h ic h  c o n v e r t e d  r i b o s e - l -  

p h o s p h a t e  t o  a n  a c i d  s t a b l e  p h o s p h a t e  e s t e r .  The l i v e r  

enzyme w as fo u n d  t o  b e  v e r y  s e n s i t i v e  t o  s u r f a c e  d e n a t u r a t i o n  

by  f r o t h i n g .  Klenow (1 9 5 3 )  f o u n d  t h e  l i v e r  enzym e t o  h a v e  

a  pH op tim um  o f  7 . 5 ,  t o  be  h e a t  s t a b l e  a t  pH 5 . 0  an d  t o  b e  

i n h i b i t e d  b y  v a r i o u s  s a l t s .  T h e s e  p r o p e r t i e s  a r e  i d e n t i c a l  

w i t h  t h o s e  o f  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

t h i s  l a t t e r  enzyme a l s o  c a t a l y s e d  t h e  I n t e r c o n v e r s i o n  o f  t h e  

r i b o s e  m o n o p h o s p h a te s  w as t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  b y  Klenow 

a n d  L a r s e n  (1 9 5 2 )  an d  K lenow ( 1 9 5 3 ) .  They f o u n d  t h a t  w i t h  

p r e p a r a t i c n s  o f  m u s c le  a n d  y e a s t  m u ta s e  t h e  r a t i o  o f  t h e  

p h o s p h o g lu c o m u ta s e  a c t i v i t y  t o  t h e  p h o s p h o r i b o m u t a s e  a c t i v i t y  

was 1 0 0 :1  i n  b o t h  c a s e s  and  t h a t  t h i s  r a t i o  d i d  n o t  c h a n g e



4 4 .

d u r i n g  p u r i f i c a t i o n .

T h e s e  w o r k e r s  a l s o  i n v e s t i g a t e d  t h e  m e c h a n is m  o f  t h e  

p h o s p h o r i b o m u t a s e  r e a c t i o n .  T h ey  f o u n d  t h a t  g l u c o s e - 1 , 6 -  

d i p h o s p h a t e  a c t e d  a s  coenzym e f o r  p r e p a r a t i o n s  o f  y e a s t  and  

m u s c l e  m u t a s e .  W i th  t h e  m u s c le  e n z y m e ,  h o w e v e r ,  c o e n z y m ic  

a c t i v i t y  w as  o b s e r v e d  o n l y  in  t h e  p r e s e n c e  o f  8 - h y d r o x y -  

q u i n o l i n e .  I t  w as a l s o  n o t e d  t h a t  t h e  r i b o s e - l - p h o s p h a t e  

u s e d  a s  s u b s t r a t e  h a d  to  be p u r i f i e d  by  i o n - e x c h a n g e

c h r o m a to g r a p h y  s i n c e  i t  c o n t a i n e d  an  a c t i v a t o r .
32Prom  a n  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  o f  m u t a s e ,  P l a b e l l e d  

r i b o s e - l - P O ^  a n d  g l u c o s e  d i p h o s p h a t e ,  a  new l a b e l l e d  p h o s ­

p h a t e  e s t e r  w as i s o l a t e d  by  i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y ,  

w h ic h  h a d  p r o p e r t i e s  s u g g e s t i n g  i t  t o  be  r i b o s e - 1 , 5 - d i ­

p h o s p h a t e .  T h i s  d i p h o s p h a t e  was b e l i e v e d  t o  be t h e  

a c t i v a t o r  o b s e r v e d  i n  im p u r e  p r e p a r a t i o n s  o f  r i b o s e - l - p h o s p h a t

Prom  a n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i  

t y  i n  t h e  new d i p h o s p h a t e ,  i t  was d e d u c e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n  

m e ch a n ism  f o r  t h e  i n t e r c o n v e r s i o n  o f  t h e  r i b o s e  m o n o p h o s ­

p h a t e s  w as a s  f o l l o w s :

R - l - P  + G - l ,  6- P  —  —  R - l , 5 - P  +  G -6 - P

R - l - P  + R - l , 5 - P  ~ ~ 1 -  R -5 -P  + R - l , 5 - P

w h e r e :

R - l - P  = r i b o s e - l - p h o s p h a t e  

R - 5 - P  = r i b o s e - 5 - p h o s p h a t e



R - l , 5 - P  = r i b o s e - 1 , 5 - d i p h o s p h a t e

G - l , 6 - P  s  g l u c o s e - 1 , 6 - d i p h o s p h a t e

G - 6- P  = g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e .

G om ori (1 9 4 3 )  show ed  t h e  p r e s e n c e  i n  t h e  k i d n e y s  

a n d  l i v e r s  o f  many s p e c i e s  o f  a n  enzym e w h ic h  s p e c i f i c a l l y  

h y d r o l y s e d  t h e  p h o s p h a t e  g r o u p  I n  th e  1 - p o s i t i o n  o f  f r u c t ­

o s e - 1 , 6 - d i p h o s p h a t e  . T h i s  enzym e d i f f e r e d  f r o m  t h e  n o n ­

s p e c i f i c  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  b e i n g  s t a b l e  a t  pH 3 . 4 ,  

i r r e v e r s i b l y  i n a c t i v a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a l c o h o l  a n d  

a c e t o n e ,  a c t i v a t e d  by c y a n i d e  a n d  i n h i b i t e d  b y  f l u o r i d e s .

The enzym e show ed a  pH o p tim u m  a t  9 . 7  a n d  h a d  l i t t l e  a c t i v i t y  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  m a g n e s iu m . A p u r i f i e d  h e x o s e  d i p h o s -  

p h a t a s e  p r e p a r a t i o n  show ed  l i t t l e  a c t i v i t y  to w a r d s  / 3  -  

g l y c e r o p h o s p h a t e ,  p h e n y l  p h o s p h a t e ,  p y r o p h o s p h a t e  a n d  m e t a ­

p h o s p h a t e .  H e r s ,  B e r t h e t ,  B e r t h e t  a n d  De Duve (1 9 5 1 )  

fo u n d  t h a t  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  l i v e r  c e l l  c y t o p l a s m  

c o n t a i n e d  96% o f  t h e  t o t a l  d i p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  w h i l e  

P o g e l l  and  M ° G i lv e r y  (1 9 5 2 )  show ed t h e  enzym e t o  e x i s t  i n  an  

i n a c t i v e  fo r m  w h ic h  was r e l e a s e d  by  p r o t e o l y s i s .  A l t h o u g h  

t h e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w as  f o u n d  I n  t h e  s u p e r n a t a n t ,  t h e  

a c t i v a t i n g  enzym es  w e re  f o u n d  i n  an  e x t r a c t  o f  t h e  p a r t i c u l ­

a t e  f r a c t i o n  o f  t h e  c e l l .  P a p a i n  c a u s e d  s i m i l a r  a c t i v a t i o n ,  

b u t  t r y p s i n ,  r e n n i n  a n d  p e p s i n  h a d  no  e f f e c t .



T he P h v s i o l o a i c a l  R6 l e  o f  t h e  P h o s p h o m o n o e s t e r a s e s .

D e s p i t e  t h e  s i m p l i c i t y  o f  t h e  h y d r o l y t i c  a c t i o n  o f  

t h e  p h o s p h a t a s e s  an d  t h e  vo lum e o f  w o rk  c o n c e r n i n g  th e m  

w h ic h  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  d u r i n g  t h e  p a s t  f o r t y - f i v ©  y e a r s ,  

t h e  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p h o s p h a t a s e s  

r e m a in s  a  b i o c h e m i c a l  e n ig m a .  S p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  e x i s t  

w h ic h  h y d r o l y s e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  p h o s p h a t e  e s t e r s  s u c h  a s  

5 1- n u c l e o t i d e s , g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  a n d  p h o s p h o p r o t e i n s , 

a n d  w h i c h ,  m o r e o v e r ,  a c t  o p t i m a l l y  a t  pHs n e a r e r  t h e  p h y s i o ­

l o g i c a l  l e v e l  t h a n  do t h e  n o n - s p e c i f i c  p h o s p h o m o n o e s t e r a s e s . 

The i m p o r t a n c e  o f  t h e  s y n t h e t i c  a n d  p h o s p h o t r a n s f e r a s e  

a c t i v i t i e s  i n  v i v o  i s  s t i l l  a  m a t t e r  o f  c o n j e c t u r e .

A t p r e s e n t  t h e o r i e s  c o n c e r n i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  

n o n - s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  a r e  b a s e d  on i n f e r e n c e s  d raw n  f r o m  

c h e m i c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

enzym es i n  v a r i o u s  t i s s u e s  a n d  o f  t h e  c h a n g e s  i n  a c t i v i t y  

u n d e r  v a r y i n g  p h y s i o l o g i c a l  o r  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .

An i l l u s t r a t i o n  o f  t h i s  i s  t h e  s u g g e s t e d  r 6 l© o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  m i n e r a l  s a l t  deposition , M artX an d  

a n d  R o b i s o n  (1 9 2 4 )  a n d  B o d a n s k y ,  B akw in  a n d  Bakwln (1 9 3 1 )  

e s t i m a t e d  t h e  p h o s p h a t a s e  c o n t e n t  o f  b o n e s  a n d  t e e t h  an d  

showed t h a t  t h e  r e g i o n s  associated w i t n  organised m i n e r s  1 

salt d e p o s i t i o n  had a h i g h  alkaline p n o c p im ta s©  c o a teat.



4 7 .

F u r t h e r  e v i d e n c e  w as  o b t a i n e d  b y  F e l l  a n d  R o b i s o n  ( 1 9 2 9 ,  1930  

a n d  1 9 3 4 ) ,  who sh o w ed  t h a t  c u l t u r e s  o f  e m b r y o n ic  c h i c k  a n d  

r a b b i t  b o n e  show ed a  h i g h  p h o s p h a t a s e  c o n t e n t  a t ,  o r  j u s t  

b e f o r e ,  t h e  s t a g e  i n  t h e i r  d e v e lo p m e n t  when c a l c i f i c a t i o n  

b e g a n .  A m ore r e c e n t  t h e o r y  o f  c a l c i f i c a t i o n  i n v o l v i n g  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i s  t h a t  o f  R oche (1 9 4 7 )  who s u g g e s t e d  

t h a t  g l y c o g e n ,  w h ic h  h a s  b e e n  shown b y  h i s t o c h e m i c a l  m eans  

t o  o c c u r  i n  o s s e u s  t i s s u e s  d u r i n g  c a l c i f i c a t i o n  ( K a b a t  a n d  

F u r t h ,  1 9 4 1 ;  G lo c k ,  1940  a n d  H o r o w i t z ,  1 9 4 2 ) ,  i s  b r o k e n  

down by b o n e  p h o s p h o r y ' l a s e  a n d  i n  t h i s  p r o c e s s  b l o o d  i n ­

o r g a n i c  p h o s p h a t e  i s  " f i x e d ” i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  g l u c o s e - 1 -  

p h o s p h a t e  w h ic h ,  i n  ' t u r n ,  i s  h y d r o l y s e d  b y  b o n e  p h o s p h a t a s e  

a t  t h e  s i t e  o f  m i n e r a l  s a l t  d e p o s i t i o n .

The o c c u r r e n c e  o f  h i g h  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

i n  t h e  s t r i a t e d  b o r d e r  o f  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  a n d  i n  t h e  

b r u s h  b o r d e r s  o f  t h e  c o n v o l u t e d  t u b u l e s  o f  t h e  k i d n e y  ( B o u r n e ,  

1 9 4 3 ;  G o m o ri ,  1941) h a v e  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  

enzyme i s  c o n c e r n e d  i n  p r o c e s s e s  o f  a c t i v e  a b s o r p t i o n .

M en ten  an d  J a n s u c h  (1 9 4 6 )  show ed  t h a t  a l l o x a n  d i a b e t e s  i s  

a c c o m p a n ie d  b y  a  l o s s  o f  k i d n e y  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  t h i s  

w as i n t e r p r e t e d  a s  e v i d e n c e  f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  t a k i n g  

p a r t  i n  t h e  r e s o r p t i o n  o f  g l u c o s e  f r o m  t h e  g l o m e r u l e r  

f i l t r a t e .



K o c h i a k i n  (1 9 4 7 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  o f  t h e  i n j e c t i o n  

o f  m a le  s e x  h o rm o n e s  i n t o  c a s t r a t e d  m i c e .  A d e c r e a s e  i n  

t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  k i d n e y  w as o b s e r v e d  w h i l e  t h e  l i v e r  an d  

i n t e s t i n a l  en zy m es  w e re  n o t  a l t e r e d .  The s i g n i f i c a n c e  o f  

t h e s e  f i n d i n g s  i s  n o t  a p p a r e n t .

As im p r o v e d  h i s t o c h e m i c a l  a n d  m i c r o c h e m i c a l  t e c h n i ­

q u e s  h a v e  becom e a v a i l a b l e ,  i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  t o  a s s o c i a t e  

v a r i o u s  b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  w i t h  d i f f e r e n t  i n t r a c e l l u l a r  

f r a c t i o n s . I t  i s  know n t h a t  t h e  g l y c o l y t i c  enzym e s y s t e m s  

a r e  t o  be f o u n d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  t h e  c y t o ­

p l a s m  ( H e r s ,  B e r t h e t ,  B e r t h e t  a n d  Be D u v e , 1 9 5 1 ) ,  w h i l e  t h e  

a e r o b i c  o x i d a t i o n  s y s t e m s  ( s u c c i n o x i d a s e  and  c y to c h r o m e  o x i ­

d a s e )  h a v e  b e e n  shown t o  o c c u r  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  ( S c h n e i d e r  

a n d  Hogeboom, 1 9 5 0 ) .  I t  h a s  becom e o b v io u s  t h e r e f o r e  t h a t  a  

k n o w le d g e  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t ­

a s e s  may l e a d  t o  some u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e i r  f u n c t i o n .

U o v i k o f f ,  P o d b e r  a n d  R yan  (1 9 5 0 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  p h o s p h a t a s e s  i n  w a t e r  a n d  0 . 8 8  M s u c r o s e  

d i s p e r s i o n s  o f  l i v e r .  They fo u n d  t h a t  4 0 $  o f  t h e  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  

m o s t  o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n .  B e r t h e t  a n d  De Duve ( 1 9 5 1 ) ,  w o rk ­

i n g  w i t h  d i s p e r s i o n s  o f  r a t - l i v e r  i n  0 . 2 5  II. s u c r o s e ,  f o u n d



u p  t o  68$ o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  m i t o c h o n d r i a ,  b u t  t h e i r  m i t o c h o n d r i a l  p r e p a r a t i o n s ,  how ­

e v e r ,  h a d  no  a c t i o n  on  /3 - g l y c e r o p h o s p h a t e  u n t i l  t h e  m i t o ­

c h o n d r i a  h a d  b e e n  d i s r u p t e d  e i t h e r  b y  r e p e a t e d  f r e e z i n g  a n d  

th a w in g  o r  h o m o g e n i s in g  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  a  b l e n d e r .

Much c o n t r o v e r s y  h a s  t a k e n  p l a c e  c o n c e r n i n g  t h e  

o c c u r r e n c e  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  t h e  n u c l e u s ,  Bounce 

(1 9 4 3 )  i s o l a t e d  r a t - l i v e r  n u c l e i  i n  d i l u t e  c i t r i c  a c i d  and  

fo u n d  t h a t  o n l y  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  o f  many enzym es  e x a m in e d  

show ed h i g h e r  a c t i v i t y  i n  t h e  n u c l e i  on a  d r y  w e i g h t  b a s i s  

t h a n  i n  t h e  w h o le  t i s s u e .  The h i s t o c h o m i c a l  t e c h n i q u e  o f  

G-omori (-1939) seem ed  to  i n d i c a t e  t h a t  n u c l e i  c o n t a i n e d  a 

h i g h  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  b u t ,  a s  a l r e a d y  m e n t i o n e d ,  t h i s  

m e th o d  can  l e a d  t o  e r r o n e o u s  r e s u l t s .  i J o v l k o f f ,  P o d b e r  a n d  

Ryan ( 1 9 5 0 ) ,  w o rk in g  w i t h  0 . 8 8  M s u c r o s e  h o m o g e n a te s  o f  l i v e r ,  

f o u n d  t h a t  t h e  n u c l e u s  c o n t a i n e d  o n ly  a b o u t  1 5 $  o f  t h e  t o t a l  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ;  t h e i r  n u c l e a r  f r a c t i o n  w a s ,  

h o w e v e r ,  c o n t a m i n a t e d  w i t h  some u n b r o k e n  c e l l s .  Chrom osom es 

i s o l a t e d  f r o m  thym us by  M ir s k y  (1 9 4 7 )  w e re  shown t o  h a v e  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  I n  a l l  t h e s e  m e th o d s  o f  

i s o l a t i o n  t h e  f a c t  t h a t  t h e  n u c l e a r  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  may 

h a v e  a r i s e n  by  a d s o r p t i o n  f r o m  o t h e r  c e l l  f r a c t i o n s  d u r i n g  

i s o l a t i o n  m u s t  n o t  b e  o v e r l o o k e d .  I n d e e d ,  i i o v l k o f f  (1 9 3 8 )  

show ed t h a t  when n u c l e i  w ere  s u s p e n d e d  i n  0 . 7 0  M s u c r o s e



s o l u t i o n  a l o n g  w i t h  p u r i f i e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a  c o n s i d e r ­

a b l e  am ount o f  t h e  enzyme w as a d s o r b e d .  S t e r n ,  A l l f r e y ,  

M ir s k y  a n d  S a e t r e n  (1 9 5 2 )  show ed  t h a t  n u c l e i  i s o l a t e d  b y  

t h e  B e h r e n s  t e c h n i q u e ,  w h ic h  g i v e s  c l e a n  p r e p a r a t i o n s  w i t h  

l i t t l e  a d s o r p t i o n  c o n s e q u e n t  u p o n  t h e  u s e  o f  o r g a n i c  s o l ­

v e n t s ,  c o n t a i n e d  12$  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  c a l f - l i v e r  a n d  2 8 $  

o f  h o r s e - l i v e r .

From  a  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  i n t e n s i t y  o f  n u c l e a r  a l ­

k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  a s  d e m o n s t r a t e d  by G o m o r i ' s  

(1 9 3 9 )  t e c h n i q u e ,  a n d  t h e  r a t e  o f  t u r n o v e r  o f  d e o x y r i b o ­

n u c l e i c  a c i d  p h o s p h o r u s  ( M A P ) ,  B r a c k e t  an d  J e e n e r  (1 9 4 8 )  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  enzym e c o n t r o l l e d  t h e  t u r n o v e r  o f  M A P. 

N o v i k o f f  (1 9 5 2 )  c r i t i c i s e d  t h i s  f i n d i n g  a n d  p o i n t e d  o u t  t h a t  

t h e  t u r n o v e r  r a t e  o f  L'-NAP i n  s t r i a t e d  m u s c le  w as t h r e e  t i m e s  

t h a t  i n  k i d n e y ,  y e t  k i d n e y  n u c l e i  s t a i n e d  i n t e n s e l y  w h e r e a s  

m u s c l e  n u c l e i  d i d  n o t  s t a i n  a t  a l l  f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .

I t  h a s  b e e n  p o i n t e d  o u t  b y  s e v e r a l  w o r k e r s  t h a t  

s i t e s  o f  a c t i v e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  show a  h i g h  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y .  U s in g  h i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s , B e v e l a n d e r  

a n d  J o h n s o n  (1 9 4 5 )  f o u n d  h i g h  a c t i v i t i e s  i n  d e v e l o p i n g  t e e t h ,  

B ourne  (1 9 4 3 )  i n  b o n e  a n d  J o h n s o n ,  T u t c h e r  an d  B e v e l a n d e r

(1 9 4 5 )  i n  h a i r ,  w h i l e  F o l l e y  a n d  G reenbaum  (1 9 4 7 )  f o u n d  a  

p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  mammary g l a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

d u r i n g  l a c t a t i o n .



The c o r r e l a t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w i t h  

t h e  s y n t h e s i s  o f  c o l l a g e n  ty p e  p r o t e i n  h a s  b e e n  s t r e s s e d  b y  

v a r i o u s  w o r k e r s .  B r a d f i e l d  (1 9 4 6 )  show ed t h a t  i n  v i t a m i n  C 

d e f i c i e n t  g u i n e a  p i g s  t h e r e  was a  d e c r e a s e  i n  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y  a l o n g  w i t h  a  d e c r e a s e d  c o l l a g e n  f o r m a t i o n .  

J e e n e r  (1 9 4 7 )  f o u n d  an i n c r e a s e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  o n l y  i n  t h o s e  c e l l s  w h ic h  s y n t h e s i s e  f i b r o u s  p r o ­

t e i n s  i n  t h e  v a g i n a l  w a l l ,  f o l l o w i n g  i n j e c t i o n  o f  o e s t r a d i o l  

i n  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a le  m i c e .  G old  a n d  G o u ld  (1 9 5 1 )  

f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  c o l l a g e n  f i b r e s  a d s o r b  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  s t r o n g l y  f r o m  s o l u t i o n s  a n d  th e  f i n d i n g s  o f  J e e n e r  

may b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  n e w ly  fo r m e d  c o l l a g e n  c a u s i n g  a n  

i n c r e a s e d  l o c a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  enzyme by p h y s i c a l  c h e m i ­

c a l  f a c t o r s  r a t h e r  t h a n  t h e  p h o s p h a t a s e  b e i n g  i n s t r u m e n t a l  

i n  i n c r e a s e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s .

O p p e n h e im e r  and  F l o c k  ( 1 9 4 7 ) ,  N o r b e r g  (1 9 4 9 )  a n d  

G o o d la d ,  M i l l s  an d  S m i th  (1 9 5 1 )  h a v e  s t u d i e d  t h e  b e h a v i o u r  

o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  l i v e r s ,  r e g e n e r a t i n g  a f t e r  p a r t i a l  

h e p a t e c t o m y .  The l a s t - m e n t i o n e d  g r o u p  u s i n g  MAP a s  a  

r e f e r e n c e  s t a n d a r d  ( D a v id s o n  a n d  L e s l i e ,  1 9 5 0 a  & b )  f o u n d  a n  

i n c r e a s e  i n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  2 - 3  d a y s  a f t e r  

o p e r a t i o n  w h ic h  c o i n c i d e d  w i t h  i n c r e a s e s  i n  r i b o n u c l e i c  a c i d  

p h o s p h o r u s  (M A P) a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  D a ta  w e re  a l s o  

p r e s e n t e d  t o  show t h a t  i n  t h e  l i v e r  o f  t h e  g r o w in g  r a t  t h e



r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  KNAP i s  t h e  same a s  t h a t  o f  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e .  F rom  t h e s e  f i n d i n g s  i t  m i g h t  be s u g g e s t e d  t h a t  

t h e r e  i s  a  r e l a t i o n  b e tw e e n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  r i b o ­

n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s  o r  t u r n o v e r .

Lowe a n d  S a lm o n  (1 9 5 1 )  showed t h a t  m a le  r a t  l i v e r  lias  

a  h i g h e r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  c o n t e n t  t h a n  f e m a le  l i v e r  a l ­

t h o u g h  t h i s  d i f f e r e n c e  was n o t  o b s e r v e d  i n  r e g e n e r a t i n g  

l i v e r s .  R o s e n t h a l ,  F a h l  an d  V a rs  (1 9 5 1 )  sho w ed  t h a t  d i e t a r y  

p r o t e i n  d e p l e t i o n  c a u s e d  an  i n c r e a s e  i n  t h e  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  c o n t e n t  o f  r a t  l i v e r  a l t h o u g h  t h e r e  was a  d i m i n u t i o n  

i n  t o t a l  p r o t e i n .

From  t h e  a b o v e  d a t a  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d ra w  a n y  

d e f i n i t e  c o n c l u s i o n  c o n c e r n i n g  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r 6 l e  o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  w h i l e  t h e  p o s i t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  a c i d  

p h o s p h a t a s e s  i s  e v e n  l e s s  c l e a r .

The p r e s e n t  w ork  was u n d e r t a k e n  w i t h  t n e  a im  o f  g a i n ­

i n g  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  enzym e s y s t e m s  i n  r a t  

l i v e r  w h ic h  h y d r o l y s e  p h o s p h a t e  e s t e r s  a n d ,  i n  p a r t i c u l a r ,  t o  

i n v e s t i g a t e  some o f  t h e  m ore  c o n f l i c t i n g  a s p e c t s  o f  t h e  s u b ­

j e c t  s u c h  a s  t h e  p o s s i b l e  m u l t i p l e  n a t u r e  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  

a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  a n d  t h e  m e c h a n ism  o f  h y d r o l y s i s  

o f  t h e  h e x o s e - 1 - p h o s p h a t e s .



GENERAL METHODS.



P r e p a r a t i o n  o f  T i s s u e  E x t r a c t s .

M ale a l b i n o  r a t s  o f  1 7 5 -3 0 0  g .  body  w e i g h t  w e re  

u s e d  t h r o u g h o u t .  A n im a ls  w e re  k i l l e d  b y  s t u n n i n g  a n d  e x -  

s a n g u i n a t l o n , t h e  l i v e r s  w e re  r e m o v e d ,  w a sh e d  w i t h  w a t e r  

a n d  b l o t t e d  w i t h  f i l t e r  p a p e r .  I n  t h e  p r e l i m i n a r y  w ork  

on pH a c t i v i t y  c u r v e s  o f  u n f r a c t i o n a t e d  r a t  l i v e r  a  1 i n  

10 h o m o g e n a te  ( P o t t e r  a n d  E l v e h j e m ,  1 9 3 6 )  i n  d i s t i l l e d  

w a t e r  was u s e d .

A s s a y  o f  P h o s p h a t a s e  A c t i v i t y .

A g e n e r a l  m e th o d ,  a p p l i c a b l e  t o  a l l  s u b s t r a t e s ,  was 

b a s e d  up o n  t h e  f t  - g l y c e r o p h o s p h a t e  m e th o d  o f  B o a a n sk y  (1 9 3 3 )  

w h e re  th e  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  l i b e r a t e d  w as s e p a r a t e d  f r o m  

i n t e r f e r i n g  s u b s t a n c e s  b y  t h e  m e th o d  o f  D e lo r y  (1 9 3 9 )  a n d  

s u b s e q u e n t l y  d e t e r m i n e d  by t h e  m e th o d  o f  A l l e n  ( 1 9 4 0 ) .  The 

d e t a i l s  o f  t h e  m e th o d  a r e  a s  f o l l o w s  : -

0 . 5  m l .  b u f f e r  s o l u t i o n ,  0 . 1  m l .  s u b s t r a t e  s o l u t i o n ,

0 .1  m l .  w a t e r  ( o r  a  s o l u t i o n  o f  a c t i v a t o r  o r  i n h i b i t o r )  a n d

0 . 3  m l .  enzyme s o l u t i o n ,  u s u a l l y  a  ^ 5 0  t i s s u e  h o m o g e n a te ,

w e re  i n c u b a t e d  f o r  a  s p e c i f i c  t i m e ,  u s u a l l y  1 h o u r ,  a t  3 8 °

a f t e r  w h ic h  t h e  r e a c t i o n  was s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f

2 m l .  o f  5/o t r i c h l o r a c e t i c  a c i d .  P r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  w as

rem oved  b y  c e n t r i f u g a t i o n  an d  2 m l ,  a l i q u o t s  w e re  made a l k a l i n e

w i t h  0 .8 8 0  ammonia ( p h e n o l p h t h a l e i n ) , 1 m l .  2 . 5 $  Ca C1Q was

a d d e d  f o l l o w e d  b y  1 m l .  0 .5%  s u s p e n s i o n  l i g h t  MgC0_. The
3



t u b e s  w e re  s h a k e n  a t  i n t e r v a l s  f o r  3 0  m i n u t e s  an d  p r e c i p i t a t e s  

w e re  c e n t r i f u g e d  a n d  w a sh e d  o n c e  w i t h  1 m l .  5 $  NH^OH. The 

t u b e s  w e re  d r a i n e d  f o r  2 - 3  m i n u t e s  i n  a n  i n v e r t e d  p o s i t i o n ,  

t h e  p r e c i p i t a t e  d i s s o l v e d  i n  1 m l .  2 .5 k  H^SO^ a n d  c o l o u r  

d e v e l o p e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 4  m l .  1% a m id o l  ( 2 : 4  d i a m i n o -  

p h e n y l  h y d r o c h l o r i d e )  i n  20% s o d iu m  m e t a b i s u l p h i t e ,  0 . 2  m l ,  

8 . 3 $  ammonium m o ly b d a t e  a n d  3 . 4  m l .  w a t e r .  A f t e r  s t a n d i n g  

10 m i n u t e s  t h e  c o l o u r s  w e re  e s t i m a t e d  w i t h i n  30 m i n u t e s  

u s i n g  t h e  H i l g e r  S p e k k e r  a b s o r p t i o m e t e r  ( I l f o r d  6 0 8 ,  r e d  

f i l t e r s )  o r  on  t h e  U n icam  SP 600 s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  635 mja. 

P h o s p h a t e  w as d e t e r m i n e d  f r o m  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  f o r  t h e  

r a n g e  5 - 4 0  jAgP. C o n t r o l s  w e re  em p lo y e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  i n  t h e  t i s s u e  a n d  t h a t  f o r m e d  by a u t o l y s i s  

d u r i n g  i n c u b a t i o n .  I n  t h i s  t h e  s u b s t r a t e  was a d d e d  a f t e r  

t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d .

The u n i t  o f  a c t i v i t y  u n d e r  s u c h  c o n d i t i o n  i s  d e f i n e d  

a s :  1 u n i t  = 1 jj.gP l i b e r a t e d  p e r  h o u r .

When p h e n y l  p h o s p h a t e  was u s e d  a s  s u b s t r a t e ,  l i b e r a t e d  

p h e n o l  w as e s t i m a t e d  b y  a  m e th o d  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  K in g  

( 1 9 4 6 ) .  0 . 5  m l .  b u f f e r ,  0 . 1  m l .  0 .05M  d i s o d i u m  p h e n y l p h o s -

p h a t e  a n d  0 . 1  m l .  w a t e r  ( o r  a  s o l u t i o n  o f  a c t i v a t o r  o r  i n ­

h i b i t o r )  w e re  b r o u g h t  t o  3 8 °  a n d  0 . 3  m l .  enzym e p r e p a r a t i o n ,  

u s u a l l y  a  1 i n  100 h o m o g e n a te ,  a l s o  a t  3 8 °  a d d e d .  A f t e r  i n ­

c u b a t i n g  f o r  20  m i n u t e s  a t  3 8 ° ,  t h e  r e a c t i o n  w as s t o p p e d  b y



o b .

t h e  a d d i t i o n  o f  2 m l .  o f  a  1 i n  3 d i l u t i o n  o f  F o l i n -  

C i o c a l t e n  p h e n o l  r e a g e n t .  P r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  was re m o v e d  

b y  c e n t r i f u g a t i o n  an d  2 m l .  s u p e r n a t a n t  w e re  a d d e d  t o  4 m l .  

10% NagCOg a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  3 0  m i n u t e s  

a t  3 8 ° .  A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  2 m l .  o f  w a t e r  and  m i x i n g  t h e  

b l u e  c o l o u r  w as e s t i m a t e d  In  t h e  H i l g e r  S p e k k e r  a b s o r p t i o -  

m e t e r  ( I l f o r d  6 0 8 ,  r e d  f i l t e r )  o r  t h e  U nicam  SP 600  s p e c t r o ­

p h o t o m e t e r  a t  650 m p . , L i b e r a t e d  p h e n o l  was d e t e r m i n e d  f ro m  

c a l i b r a t i o n  c u r v e s  f o r  t h e  r a n g e  2 0 - 1 0 0  p g . p h e n o l . T i s s u e  

b l a n k s  w e re  d e t e r m i n e d  by  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  a f t e r  t h e  

p h e n o l  r e a g e n t .  T h e r e  was no m e a s u r a b l e  b rea k d o w n  o f  s u b ­

s t r a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  en zy m e , a t  a n y  pH u s e d  i n  t h e  

p r e s e n t  w o rk .  The u n i t  o f  a c t i v i t y  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  

i s  d e f i n e d  a s :  1 u n i t  = 1 pg . p h e n o l  l i b e r a t e d  p e r  h o u r .

The a s s a y  m e th o d  u s i n g  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  was a  

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o c e d u r e  o f  B e s s e y , Lowry a n d  B lo c k

( 1 9 4 6 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  a  h i g h l y  s e n s i t i v e  a n d  r a p i d  

m e th o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e s .  0 . 5  m l .  

b u f f e r  s o l u t i o n ,  0 . 1  m l .  Q.025M p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  and  

0 .1  m l .  w a t e r  ( o r  s o l u t i o n  o f  a c t i v a t o r  o r  I n h i b i t o r )  b r o u g h t  

t o  3 8 °  a n d  0 . 5  m l .  o f  enzyme p r e p a r a t i o n ,  u s u a l l y  a  1 i n  400  

l i v e r  h o m o g e n a te ,  a l s o  p r e h e a t e d  t o  3 8 °  was a d d e d .  D i g e s t s  

w e re  i n c u b a t e d  a t  3 8 °  f o r  15 m i n u t e s ,  t h e  r e a c t i o n  s t o p p e d  by  

t h e  a d c i i t i o n  o f  1 m l .  0 .4 b  LaOH f o l l o w e d  b y  6 m l .  w a t e r  a n d



p r o t e i n  p r e c i p i t a t e  re m o v e d  by  c e n t r i f u g a t i o n .  The y e l l o w  

c o l o u r  was e s t i m a t e d  u s i n g  t h e  H i l g e r  B p e k k e r  a b s o r p t i o m e t e r  

( I l f o r d  6 0 1 ,  v i o l e t  f i l t e r )  o r  t h e  U nicam  SP 600  s p e c t r o ­

p h o t o m e t e r  a t  400  m p .a n d  p - n i t r o p h e n o l  l i b e r a t e d  d e t e r m i n e d  

f ro m  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e .  The c a l i b r a t i o n  c u r v e  o n l y  show ed  

a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  o p t i c a l  d e n s i t y  a n d  p - n i t r o ~  

p h e n o l  c o n c e n t r a t i o n  o v e r  th e  r a n g e  5 - 3 0  p g ,  p e r  m l .  o f  

s o l u t i o n .  A s s a y s  w e re  t h e r e f o r e  a r r a n g e d  so  t h a t  t h e  am o u n t 

o f  p - n i t r o p h e n o l  l i b e r a t e d  was w i t h i n  t h e s e  l i m i t s .  The 

c o l o u r  was f o u n d  t o  r e m a i n  s t a b l e  o v e r n i g h t .  C o n t r o l s  w e re  

c a r r i e d  o u t  w h e re  th e  s u b s t r a t e  w as a d d e d  a f t e r  t h e  NaOH.

The u n i t  o f  a c t i v i t y  i n  t h i s  I n s t a n c e  vms  d e f i n e d  a s :

1 u n i t  = 1 p g ,  p - n i t r o p h e n o l  l i b e r a t e d  p e r  h o u r .

A ss a y  o f  P h o sp h o g lu c o m u t a s e A c t i v i ty ,,

P i io s p h o g lu c o m u ta s e  a c t i v i t y  w as d e t e r m i n e d  b y  t h e  

d e c r e a s e  i n  a c i d  l a b i l e  P on  i n c u b a t i o n  w i t h  g l u c o s e - l - p h o s -
ji'L

p h a t e  i n  th e  p r e s e n c e  o f  c y s t e i n e  and  Mg , The m e th o d  w as

b a s e d  on t h a t  o f  N a j j a r  ( 1 9 4 8 ) .  0 . 3  m l .  enzyme s o l u t i o n ,

0 . 5  m l .  b u f f e r ,  0 . 1  ml 0 .0 5  M g l u c o s e - l - p h o s p h a t e , 0 . 1  M w i t h

r e s p e c t  t o  c y s t e i n e ,  and  0 . 1  m l .  0 . 0 1  M MgSO^ w e re  I n c u b a t e d

a t  3 8 °  f o r  15 m i n u t e s .  A l l  s o l u t i o n s  w e re  p r e h e a t e d  t o  3 8 ° .

The r e a c t i o n  was s t o p p e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  1 m l .  SIT Ho 30-
2 4

f o l l o w e d  by 3 m l .  w a t e r .  The p r e c i p i t a t e  was re m o v ed  by  

c e n t r i f u g a t i o n  and  0 . 5  m l .  o f  s u p e r n a t a n t  h e a t e d  a t  1 0 0 °  f o r



10 m i n u t e s .  T o t a l  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  w as e s t i m a t e d  b y  t h e

m e th o d  a l r e a d y  d e s c r i b e d .  The i n i t i a l  a c i d  l a b i l e  P w as

d e t e r m i n e d  by  c a r r y i n g  o u t  t h e  a b o v e  s e r i e s  o f  r e a c t i o n s ,

e x c e p t  t h a t  t h e  s u b s t r a t e  was a d d e d  a f t e r  t h e  H S O ,.  The
2 **

d e c r e a s e  i n  a c i d  l a b i l e  P i s  e q u i v a l e n t  t o  t h e  am oun t o f  a c i d  

s t a b l e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  f o r m e d .

1 u n i t  o f  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  a c t i v i t y  = 1 ^ug. a c i d  s t a b l e  P 

fo rm e d  p e r  h o u r  u n d e r  t h e  a b o v e  c o n d i t i o n s .

P r e p a r a t i o n  o f  S u b s t r a t e s .

o < - G lu c o s e - 1 - p h o s p h a t e  (G - l - P )  was p r e p a r e d  b y  t h e  

p h o s p h o r o l y s i s  o f  s t a r c h  u s i n g  p o t a t o  j u i c e  a s  d e s c r i b e d  b y  

H an es  (1 9 4 0 )  a n d  was p u r i f i e d  by  i o n - e x c h a n g e  c h r o m a to g r a p h y  

a s  d e s c r i b e d  b y  M cCready a n d  H a s s i d  ( 1 9 4 4 ) .  The f o l l o w i n g  

d i g e s t  w as p r e p a r e d :

a )  450  m l .  f r e s h l y  p r e p a r e d  c r u d e  p o t a t o  j u i c e .

b )  3 8  g .  s t a r c h  made i n t o  p a s t e  i n  c o l d  w a t e r  an d  

p o u r e d  w i t h  s t i r r i n g  i n t o  2 1 .  o f  b o i l i n g  w a t e r  

a n d  h e l d  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e  f o r  20 m i n u t e s  and 

c o o l e d .

c )  1063 m l .  o f  M p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 6 . 8 .

d )  10 m l .  t o l u e n e .

A f t e r  s t a n d i n g  a t  room  t e m p e r a t u r e  f o r  48 h o u r s  p r o t e i n  was 

p r e c i p i t a t e d  by  h e a t i n g  t o  1 0 0 °  an d  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  b y  

a d d i n g  1 m ole  o f  m ag n es iu m  a c e t a t e  a n d  am m onia t o  pH 8 . 5



P r o t e i n  a n d  p h o s p h a t e  w e re  f i l t e r e d  o f f  an d  t h e  s u p e r n a t a n t  

was r u n  t h r o u g h  a  c a t i o n  e x c h a n g e  c o lu m n ,  Z e o k a r b  215  i n  H* 

f o r m ,  u n t i l  pH o f  e f f l u e n t  r o s e  t o  4 . 0 .  The e f f l u e n t  w as  

t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  an  A m b e r l i t e  IR 4 co lu m n  i n  t h e  (NH.) +  

fo rm  w h i c h  a d s o r b e d  t h e  g l u c o s e - 1 - p h o s p h a t e .  The c o lu m n  

was w a s h e d  w i t h  1 . 5  1 .  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  rem ove  i m p u r i t i e s  

a n d  t h e  G - l - P  e l u t e d  w i t h  4 0 /j NH^OH u n t i l  t h e  pH o f  t h e  

e f f l u e n t  r o s e  t o  1 1 . 0 .  To t h e  e f f l u e n t  25 g .  o f  p o t a s s i u m  

a c e t a t e  w e re  a d d e d  a n d  t h e  pH a d j u s t e d  t o  1 2 . 0  w i t h  1 0 $  KOH.

1 . 5  v o lu m e s  o f  m e t h a n o l  w e re  a d d e d  a n d  t h e  d i p o t a s s i u m  s a l t  

o f  G - l - P  was a l l o w e d  to  c i y s t a l l i s e  o u t  o v e r n i g h t  a t  4 ° .

The c r y s t a l s  w ere  f i l t e r e d  o f f ,  w a sh e d  w i t h  m e t h a n o l  a n d  

e t h e r  a n d  f i n a l l y  d r i e d  i n  v a c u o . Y i e l d ,  10 g .

A n a l y s i s :  T o t a l  P :  7 .95%  ( f o u n d ) ;  R e q u i r e d  f o r

€ 6h 11 ° 6 P03e:2 - 2H2 0 8 . 3 3 $

I n o r g a n i c  P :  n e g l i g i b l e .

7 m i n u te  h y d r o l y s a b l e  P :  7 .66%  ( f o u n d ) ;  8 . 3 3 $  ( t h e o r e t i c a l )  

O p t i c a l  r o t a t i o n :  +  7 7 .2  (c  = 2 , 0 6  i n  w a t e r ) .

By P a n a l y s i s  p r o d u c t  was 9 2 $  p u r e .

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  (G -6 -P )  was p r e p a r e d  f ro m  G - l - P  b y  a  

p a r t i a l l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  o f  r a b b i t  m u s c l e  p h o s p h o g lu c o -  

rn u ta se  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  N a j j a r  ( 1 9 4 8 ) .  A r a b b i t  was 

a n a e s t h e t i s e d  w i t h  n e m b u t a l ,  t h e  v e s s e l s  o f  t h e  n e c k  s e v e r e d  

a n d  t h e  b l o o d  a l l o w e d  t o  d r a i n  f r e e l y .  The m u s c l e s  o f  t h e



l i m b s  a n d  b a c k  w e re  e x c i s e d  a n d  m in c e d  a n d  s u b s e q u e n t  s t a g e s  

i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  a r e  shown i n  F i g u r e  I I .  The f o l l o w i n g  

d i g e s t  was s e t  u p :

a )  11 g .  e n z y m a t i c a l l y  p r e p a r e d  d i p o t a s s i u m  s a l t  o f  

G - l - P

b )  0 . 3 3 6  g .  MgS04 12Hg0

c )  1 g .  c y s t e i n e

d )  20 m l .  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  s o l u t i o n

e )  20 m l .  v e r o n a l  a c e t a t e  b u f f e r  ( M i c h a e l i s ,  1 9 3 1 )  pH 7 . 2

f )  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 1 .

The m i x t u r e  was i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° ,  th e  r e a c t i o n  was 

s t o p p e d  b y  h e a t i n g  to  b o i l i n g  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  rem o v ed  b y  

f i l t r a t i o n .  The f i l t r a t e  w as p a s s e d  t h r o u g h  a  Z e o k a rb  215 

c a t i o n  e x c h a n g e  c o lu m n ,  t h e  h e x o s e  m o n o p h o s p h a te s  w e re  a d ­

s o r b e d  f r o m  t h e  e f f l u e n t  on a n  A m b e r l i t e  IR 4 c o lu m n ,  w ash ed  

w i t h  2 1 .  o f  w a t e r  and e l u t e d  w i t h  250 m l .  5$  NH^OH. The 

e l u a t e  w as e v a p o r a t e d  i n  v a c u o  w i t h  a n  a c i d  t r a p .  T h i s  

s e r v e s  t o  re m o v e  m o s t  o f  t h e  am m onia . E v a p o r a t i o n  w as  c o n ­

t i n u e d  u n t i l  v o lu m e  was r e d u c e d  t o  50 m l .  The s o l u t i o n  w as 

fo u n d  t o  b e  n e u t r a l  a n d  5N HC1 was a d d e d  to  make t h e  s o l u t i o n  

N . The G - l - P  p r e s e n t  w as  d e s t r o y e d  b y  b o i l i n g  f o r  10  m i n u t e s .  

The s o l u t i o n  was n e u t r a l i s e d  t o  p h e n o l p h t h a l e i n  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  a  h o t ,  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  o f  B a(0H )g  a n d  t h e  p r e ­

c i p i t a t e d  B a g ( P 0 ^ )g  rem o v ed  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  G -6 -P  w as



Figure II.

230 g. minced rabbit muscle

extracted X 2 w* 1 vol. 
distilled waiter at 4° 
and strained through 

muslin.

residue extract
brought to pH 5.0, 
heated to 65° then 
cooled to 4 and 
filtered.

filtrate  1precipitate

supernatant

brought to .65 satn. 
with (NH4 )qS0 4 and 

centrifuged

precipitate
suspended in 
0.15M acetate 
buffer pH 5.0

heated to, 63 for 
3 min. and centrifuged

precipitate supernatant



p r e c i p i t a t e d  a s  t h e  b a r i u m  s a l t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a b s o l u t e

e t h a n o l  t o  t h e  s u p e r n a t a n t  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f

50yy. A f t e r  s t a n d i n g  1 - 2  h o u r s  i n  t h e  i c e - b o x ,  t h e  b a r i u m  

s a l t  w as  f i l t e r e d ,  w a s h e d  i n  s u c c e s s i o n  w i t h  50$  e t h a n o l ,  

a b s o l u t e  e t h a n o l ,  a n d  e t h e r  a n d  d r i e d  i n  v a c u o . Y i e l d ,  5 . 5  g .  

A n a l y s i s :  T o t a l  P = 7 . 2 5 $  ( f o u n d ) :  7 . 8 4 $  ( t h e o r e t i c a l )

10 m i n u t e  h y d r o l y s a b l e  P -  n i l  

i n o r g a n i c  P -  n i l
20  2 5

[<x 3^= + 1 7 . 6  ( w a t e r ) :  = + 1 7 .4  (L ev en e  a n d  Raymond, 1 9 3 1 )

P u r i t y  on P b a s i s  = 9 3 $ .

- G a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e  (G -a l - l -P )  . P e n t a a c e t y l  g a l a c t o s e  

was p r e p a r e d  a c c o r d i n g  to  t h e  m e th o d  o f  K r a h l  a n d  C o r i  (1 9 4 9 )  

f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  p e n t a a c e t y l  g l u c o s e .  The m e th o d  i n ­

v o l v e s  t h e  a c e t y l a t i o n  o f  g a l a c t o s e  b y  a n h y d r o u s  s o d iu m  

a c e t a t e  a n d  a c e t i c  a n h y d r i d e .  The p r o d u c t  a f t e r  r e c r y s t a l ­

l i s a t i o n  f r o m  95% e t h a n o l  was w h i t e  a n d  c r y s t a l l i n e  a n d  h a d  a  

m e l t i n g  p o i n t  o f  142° ( u n c o r r e c t e d ) .  44  g .  o f  t h e  p e n t a ­

a c e t y l  d e r i v a t i v e  w e re  o b t a i n e d  f r o m  50 g .  o f  a n h y d r o u s  

g a l a c t o s e .

A c e t o b r o m o g a l a c t o s e  was p r e p a r e d  b y  t h e  m e th o d  o f  

O h le ,  M a re c e k  an d  B o u r j a u  ( 1 9 2 9 ) .  44 g .  p e n t a a c e t y l  g a l a c t o s e

w e re  a l l o w e d  t o  r e a c t  w i t h  200  g .  o f  a  5 0 $  s o l u t i o n  o f  HBr i n  

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  26 g .  o f  p r o d u c t  w e re  o b t a i n e d .

M .p t .  8 4 - 8 5 °  ( u n c o r r e c t e d ) .  O h le  e t  a l .  q u o t e  t h e  m e l t i n g



o
p o i n t  a s  85  .

A c e t o b r o m o g a l a c t o s e  was p h o s p h o r y l a t e d  w i t h  t r i ­

s i l v e r  p h o s p h a t e  i n  d r y  b e n z e n e  s u s p e n s i o n  a n d  Ba g a l a c t ­

o s e - l - p h o s p h a t e  i s o l a t e d  a s  d e s c r i b e d  by K o s t e r l i t z  ( 1 9 3 9 ) .  

The t r i s i l v e r  p h o s p h a t e  was p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  

m e th o d  o f  L ip m an n  a n d  T u t t l e  ( 1 9 4 4 ) .

The c r u d e  Ba s a l t  w as  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  a n d  p a s s e d  

t h r o u g h  a  Z e o k a rb  2 1 5  c a t i o n  e x c h a n g e  c o lu m n .  The e f ­

f l u e n t  was p a s s e d  t h r o u g h  a n  A m b e r l i t e  IR 4 co lu m n  w h ic h  

a d s o r b e d  t h e  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e .  The co lu m n  was w e l l  

w a sh e d  w i t h  w a t e r  a n d  t h e  g a l - l - P  e l u t e d  w i t h  5$  NH^OH.

The p o t a s s i u m  s a l t  w as p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  e l u a t e  b y  

a d d i n g  p o t a s s i u m  a c e t a t e ,  a d j u s t i n g  pH to  1 2 ,  a n d  a d d i n g

1 . 5  v o lu m e s  o f  e t h a n o l .

A n a l y s i s :

The c r y s t a l s  w ere  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  and  t h e  t o t a l  

P ,  a c i d  l a b i l e  P  a n d  i n o r g a n i c  P c o n t e n t  o f  t h e  s o l u t i o n  

w e re  d e t e r m i n e d .

T o t a l  P = 8 .6 0 0  mg . / m l .

I n o r g a n i c  P = 0 . 5 8  m g . / m l .



A c id  l a b i l e  P = 8 . 0 2  mg . / m l .

. * .  S o l u t i o n  was a s s u m e d  t o  c o n t a i n  258 p  m o l e s / m l .  

G a l - l - P .

The o n l y  s u g a r  p r e s e n t  a f t e r  h y d r o l y s i s  was show n to  

b e  g a l a c t o s e  b y  p a p e r  c h r o m a to g r a p h y  i n  e t h y l  a c e t a t e / p y r i d ­

i n e / w a t e r .

I n o s l n i c  A c i d . I n o s i n e - 5 - p h o s p h a t e  ( I - 5 - P )  w as p r e p a r e d  

f r o m  r a b b i t  m u s c l e  b y  t h e  m e th o d  o f  M arm ur, S c h le n k  a n d  

O v e r l a n d  ( 1 9 5 1 ) .

A p p r o x i m a t e l y  350 g .  m u s c l e  w e re  rem oved  f r o m  a  r a b b i t ,  

k i l l e d  b y  e x s a n g u i n a t i o n  u n d e r  n e m b u t a l  a n a e s t h e s i a ,  a n d  

p a s s e d  t h r o u g h  a  c o a r s e  m i n c e r  a n d  t h e n  t h r o u g h  a  f i n e  m i n c e r .  

The p u l p  w as s t i r r e d  w i t h  h a l f  i t s  v o lu m e  o f  warm w a t e r  t o  

g i v e  a  f i n a l  t e m p e r a t u r e  o f  3 0 ° .  The m i x t u r e  w as t h e n  i n ­

c u b a t e d  f o r  t h r e e  h o u r s  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  c o n s t a n t  

s t i r r i n g  to  b r i n g  a b o u t  t h e  d e a m i n a t i o n  o f  a d e n y l i c  a c i d . .

The r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  t r i c h l o r a c e t i c  

a c i d  and  t h e  m i x t u r e  c e n t r i f u g e d .  I n o r g a n i c  p h o s p h a t e  w as 

re m o v e d  f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t  a s  B a ^ P O /jJ g  a n d  t h e  n u c l e o t i d e  

f r a c t i o n  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  m e r c u r i c  a c e t a t e .

A f t e r  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m e r c u r y  s a l t s  w i t h  H^S t h e  b a r i u m  

s a l t  o f  i n o s i n i c  a c i d  was o b t a i n e d ,  by  e v a p o r a t i o n  i n  v a c u o  

t o  a  s m a l l  v o lu m e ,  a d j u s t i n g  t h e  pH t o  8 . 5  w i t h  h o t ,  s a t u r a t e d

Ba(OH) s o l u t i o n  a n d  s t a n d i n g  o v e r n i g h t  i n  t h e  c o l d  room.
2



Y ie ld :  150 mg.

A n a l y s i s : The p r o d u c t  g a v e  a  p e a k  o f  maximum a b s o r p t i o n  a t

248  mp a t  pH 7 . 0 .

= 1 0 .2 8  x  1 0 ^ ;  t h e o r e t i c a l  \
m ax.

f o r  C I  J O  PBa +  7 . 5  Hp 0 = 1 1 .5  x  103 
10 11 4 8 ^

. • .  P u r i t y  = 9 1 $ .

B is o d iu m  p - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  w as p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  

t h e  m e th o d  o f  B e s s e y  a n d  Love ( 1 9 5 2 ) .

200 m l .  o f  p y r i d i n e ,  p r e v i o u s l y  d r i e d  o v e r  KOH, c o n ­

t a i n i n g  30  m l .  o f  r e d i s t i l l e d  P O C l^ , w e re  a d d e d ,  d r o p - w i s e ,  

w i t h  s t i r r i n g ,  t o  2 7 . 8  g .  p - n i t r o p h e n o l ,  d i s s o l v e d  i n  100 m l.  

d r y  p y r i d i n e ,  t h e  t e m p e r a t u r e  b e i n g  m a i n t a i n e d  a t  0 ° .  A f t e r  

a l l o w i n g  r e a c t a n t s  t o  s t a n d  f o r  3 0  m i n u t e s ,  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  w as p o u r e d  w i t h  s t i r r i n g  i n t o  400 m l .  o f  i c e - w a t e r  

an d  t h e  pH a d j u s t e d  t o  7 b y  t h e  a d d i t i o n  o f  NaOH. The w a t e r  

a n d  p y r i d i n e  w e re  re m o v e d  b y  vacuum  d i s t i l l a t i o n  a n d  t h e  

r e s i d u e  e x t r a c t e d  w i t h  b o i l i n g  8 7 $  e t h a n o l .  The r e q u i r e d  

p r o d u c t  c r y s t a l l i s e d  on c o o l i n g ,  was w ashed  w i t h  c o l d  8 7 $  

e t h a n o l ,  a b s o l u t e  a l c o h o l  a n d  f i n a l l y  e t h e r .  The l i g h t - y e l l o w  

p o w d e r  w as d r i e d  i n  v a c u o .

Y i e l d :  5 g .

P u r i t y ,  f ro m  P a n a l y s e s  = 9 3 $ .

The f i n a l  p r o d u c t  was s t o r e d  a t  0 ° .  B e f o r e  u s e  t h e  

s o l u t i o n  o f  th e  s u b s t r a t e  w as e x t r a c t e d  w i t h  e t h e r  t o  rem ove



a n y  p - n i t r o p h e n o l  w h ic h  h a d  b e e n  f o r m e d  b y  d e c o m p o s i t i o n .

The o t h e r  s u b s t r a t e s  e m p lo y e d  i n  t h e  p r e s e n t  w ork  

w e re  c o m m e r c i a l  p r e p a r a t i o n s .

f t  - g l y c e r o p h o s p h a t e  was s u p p l i e d  by  The G e n e r a l  

C h e m ic a l  and  P h a r m a c e u t i c a l  C o .L td .

c4- g l y c e r o p h o s p h a t e  was s u p p l i e d  b y . B r i t i s h  D rug 

H o u s e s ,  L t d .

M u sc le  a d e n y l i c  a c i d , a d e n o s i n e - 5 1- p h o s p h a t e  was 

s u p p l i e d  b y  M e s s r s .  L .  L i g h t  & C o .L td .

A d e n o s i n e - 5 1- p h o s p h a t e  w as  s u p p l i e d  b y  M e s s r s .  L .

L i g h t  & C o .L t d .

Di so d iu m  p h e n y l  p h o s p h a t e  was s u p p l i e d  b y  t h e  B r i t i s h  

D rug H o u s e s ,  L t d .

E s t i m a t i o n  o f  P h o s p h o r u s .

The P c o n t e n t  o f  th e  a b o v e  p r e p a r a t i o n s  was d e t e r m i n e d  

b y  th e  m e th o d  o f  A l l e n  ( 1 9 4 0 ) .  S a m p le s  h a v in g  a  P c o n t e n t  

b e tw e e n  5 0 - 1 5 0  u g .  w e re  d i g e s t e d  w i t h  1 . 2  m l .  ION ^ S O ^  u n t i l  

t h e  c o n t e n t s  w e re  c o l o u r l e s s .  A few d r o p s  o f  H^Og w ere  

o c c a s i o n a l l y  a d d e d  t o  a c c e l e r a t e  d i g e s t i o n  a n d  h e a t i n g  was 

c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  15 m i n u t e s  a f t e r  c l e a r i n g .  The f l a s k  

was a l l o w e d  t o  c o o l  a n d  6 . 4  m l .  o f  w a t e r ,  f o l l o w e d  by  2 m l .  

a m id o l  r e a g e n t  (1  g .  2 : 4  d i a m i n o p h e n y l h y d r o c h l o r i d e  i n  100 m l .  

o f  a  2 0 $  s o l u t i o n  o f  s o d iu m  m e t a b i s u l p h i t e  made u p  f r e s h



e v e r y  5 d a y s ) ,  1 m l .  o f  a n  8 , 3 $  s o l u t i o n  o f  ammonium m o ly b -  

d a t e  an d  a  f u r t h e r  15 m l .  o f  w a t e r  w ere  a d d e d .  A f t e r  s t a n d ­

i n g  10 m i n u t e s  t h e  i n t e n s i t y  o f  th e  b lu e  c o l o u r  was e s t i m a t e d  

i n  th e  H i l g e r  S p e k k e r  a b s o r p t i o m e t e r  ( I l f o r d  6 0 8 ,  r e d  

f i l t e r )  o r  th e  U n icam , SP 600 s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  635 mp. 

T h i s  l a s t  r e a d i n g  w as  t a k e n  b e f o r e  30  m i n u t e s  h a d  e l a p s e d  

a f t e r  a d d i t i o n  o f  t h e  m o l y b d a t e .

E s t i m a t i o n  o f  A c id  l a b i l e  P .

1 m l .  o f  th e  s u b s t r a t e  s o l u t i o n  w h ic h  was c a l c u l a t e d  

t o  h a v e  a  s u i t a b l e  p h o s p h a t e  c o n t e n t  was h e a t e d  a t  a  10 0 °  

w i t h  1 m l .  o f  2N HgSO^ f o r  10  m i n u t e s .  A f t e r  c o o l i n g  a  1 m l 

a l i q u o t  w as f u r t h e r  a c i d i f i e d  w i t h  1 . 5  m l ,  o f  N H^SO^ a n d  

i n o r g a n i c  P p r e s e n t  e s t i m a t e d  by  a d d i n g  0 . 4  m l .  o f  a  1% 

s o l u t i o n  o f  a m i d o l  i n  a  2 0 $  s o l u t i o n  o f  so d iu m  m e t a b i s u l p h i t e  

0 , 2  m l .  o f  a n  8 . 3 $  s o l u t i o n  o f  ammonium m o ly b d a te  and  f i n a l l y  

1 . 9  m l .  o f  w a t e r .  The s o l u t i o n  w as a l l o w e d  to  s t a n d  f o r  

10 m i n u t e s  a n d  th e  b l u e  c o l o u r  e s t i m a t e d  a s  b e f o r e .  The P

c o n t e n t  was s u b s e q u e n t l y  d e t e r m i n e d  f r o m  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e .

A c id  l a b i l e  P = Above f i g u r e  -  I n o r g a n i c  P .

D e t e r m i n a t i o n  o f  I n o r g a n i c  P . I n o r g a n i c  P was d e t e r m i n e d  

by  a  m e th o d  b a s e d  on t h a t  o f  Be l o r y  ( 1 9 3 9 ) .  1 m l .  o f  s o l u ­

t i o n  w as n e u t r a l i s e d  t o  p h e n o l p h t h a l e i n  w i t h  0 .8 8 0  am m onia .

1 m l .  o f  a  2 . 5 $  s o l u t i o n  o f  CaClg was a d d e d  f o l l o w e d  b y  1 m l .  

o f  a  0 . 5 $  s u s p e n s i o n  o f  l i g h t  MgCO^ i n  w a t e r .  The m i x t u r e



w as a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  3 0  m i n u t e s ,  t h e  p r e c i p i t a t e  b e i n g  

d i s t u r b e d  f r e q u e n t l y .  The p r e c i p i t a t e  w as t h e n  c e n t r i f u g e d  

down a n d  w a s h e d  w i t h  1 m l .  o f  5 $  am m onia . The p r e c i p i t a t e  

was d i s s o l v e d  i n  1 m l .  o f  2 .5N  HgSO^, 0 . 4  m l ,  o f  a  1$ s o l u ­

t i o n  o f  a m id o l  i n  2 0 $  s o d iu m  m e t a b i s u l p h i t e , 0 . 2  m l .  o f  

8 . 3 $  ammonium m o ly b d a te  a n d  3 . 4  m l .  o f  w a t e r .  The P c o n t e n t  

w as c a l c u l a t e d  a s  a b o v e .

E s t i m a t i o n  o f  D e o x y r i b o n u c l e i c  A c id  P h o s p h o r u s  (M A P) a n d  

R i b o n u c l e i c  A c id  P h o s p h o r u s  (KNAP).

T i s s u e  e x t r a c t s  w e re  f r e e d  f r o m  a c i d  s o l u b l e  P a n d  

l i p i d  P b y  t h e  m e th o d  o f  S c h m id t  a n d  T h a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 ) .  

P h o s p h o r u s  w as e s t i m a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  A l l e n  ( 1 9 4 0 ) .

VChen th e  n u c l e i c  a c i d  P o f  w h o le  l i v e r  was b e i n g  d e ­

t e r m i n e d  a  h o m o g e n a te  was p r e p a r e d  a n d  an  a l i q u o t ,  e q u i v a l e n t  

t o  250  mg. w h o le  l i v e r  u s e d .  W ith  n u c l e i  a n d  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n s ,  a l i q u o t s  e q u i v a l e n t  t o  500 mg. a n d  250  mg. o f  

l i v e r  r e s p e c t i v e l y ,  w e re  u s e d . .  0 . 5  vo lum e o f  i c e - c o l d  3 0 $  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  (TCA) w as  a d d e d  t o  t h e  a l i q u o t s  an d  t h e  

p r e c i p i t a t e  rem o v ed  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1000  r . p . m .  f o r  4 

m i n u t e s  a t  0 ° .  The s u p e r n a t a n t  was d i s c a r d e d  and  t h e  p r e ­

c i p i t a t e  was e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  5 m l .  v o lu m e s  o f  1 0 $  i c e -  

c o l d  TCA, c e n t r i f u g i n g  b e tw e e n  e x t r a c t i o n s  t o  rem ove  t h e  

r e m a i n d e r  o f  t h e  a c i d  s o l u b l e  P .

The l i p i d  P was t h e n  re m o v e d  f r o m  t h e  p r e c i p i t a t e  b y



t r e a t m e n t  w i t h  5 m l .  p o r t i o n s  o f :

a )  A b s o l u t e  e t h a n o l  (x  2)

b )  1 : 3  c h l o r o f o r m - e t h a n o l  m i x t u r e

c )  1 : 3  e t h e r  e t h a n o l  m i x t u r e  (x  2}

d )  e t h e r .

MAP a n d  KNAP w e re  t h e n  s e p a r a t e d  b y  a l k a l i n e  d i g e s t i o n .  

1 m l .  o f  N NaOH was a d d e d  p e r  e q u i v a l e n t  o f  100 mg. o r i g i n a l  

t i s s u e  an d  i n c u b a t e d  a t  3 7 °  f o r  1 5 -2 0  h o u r s .  2 .5N  HG1 w as 

a d d e d  ( 0 . 5  m l .  p e r  1 m l .  NaOH) a n d  t h e  s o l u t i o n  made up  t o  a  

known v o lu m e .  A l i q u o t s ,  w i t h  a  r e a s o n a b l e  P c o n t e n t ,  w e re  

rem oved  a n d  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  (ENA) p r e c i p i t a t e d  by 

a d d i n g  3 0 $  TCA t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 $ .  The p r e c i ­

p i t a t e  o f  ENA w as c e n t r i f u g e d  a t  0 °  an d  w ashed  t w i c e  w i t h  

1 m l .  p o r t i o n s  o f  5$  TCA, c e n t r i f u g i n g  b e tw e e n  e x t r a c t i o n s .

The P c o n t e n t  o f  t h e  c o m b in e d  s u p e r n a t a n t  and  w a s h in g s  was 

e s t i m a t e d  a s  RNAP ( t a k i n g  a n  a l i q u o t  i f  n e c e s s a r y ) . The 

p r e c i p i t a t e  w as d i s s o l v e d  i n  1 m l .  N-NaOH an d  t r a n s f e r r e d  w i t h  

w a s h in g  to  a  m i c r o k j e l d h a l  f l a s k  and t h e  P c o n t e n t  d e t e r m i n e d  

a s  M A P .

P r o t e i n  D e t e r m i n a t i o n .

(&) • C o l o r i m e t r i c  m e t h o d .

I n  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  on p r o t e i n  f r a c t i o n a t i o n  a  r a p i d  

a n d  s e n s i t i v e  m e th o d  o f  d e t e r m i n i n g  p r o t e i n  w as r e q u i r e d .

The m e th o d  o f  L o w ry ,  Ro s e b r o u g h ,  P a r r  a n d  R a n d a l l  (1 9 5 1 )



a p p e a r e d  t o  m e e t  t h i s  r e q u i r e m e n t .  The p r i n c i p l e  o f  t h e  

m e th o d  i s  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  c o l o u r  r e a c t i o n  o f  p r o t e i n s  

w i t h  t h e  b i u r e t  r e a g e n t  a n d  w i t h  t h e  F o l i n  a n d  C i o c a l t e i u  

p h e n o l  r e a g e n t .

The a l k a l i n e  c o p p e r  s o l u t i o n  was p r e p a r e d  f r e s h l y  

e v e r y  d a y  b y  m i x in g  50 m l .  2% Na^CO^, i n  O.BT NaOH w i t h  1 m l .  

0 . 5 $  C uS0^.5H g0 i n  1$  so d iu m  p o t a s s i u m  t a r t r a t e .  5 m l .  o f  

t h i s  s o l u t i o n  w ere  a d d e d  to  1 m l .  o f  p r o t e i n  s o l u t i o n  c o n t a i n ­

i n g  2 5 - 4 0 0  u g .  p r o t e i n  and  t h e  m i x t u r e  s h a k e n  w e l l .  The 

b i u r e t  c o l o u r  was a l lo v ^ e d  t o  d e v e l o p  f o r  10 m i n u t e s  a t  ro o m  

t e m p e r a t u r e ,  0 . 5  m l .  o f  P o l i n  and  C i o c a l t e n  p h e n o l  r e a g e n t ,  

d i l u t e d  t o  make i t  n o r m a l  w i t h  r e s p e c t  t o  a c i d i t y ,  w as t h e n  

a d d e d  v e r y  r a p i d l y  a n d  t h e  w h o le  w e l l  m ix e d .  A f t e r  a  f u r t h e r  

30  m i n u t e s  t h e  b l u e  c o l o u r  w as d e t e r m i n e d  i n  t h e  U n icam  

SP 600 s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  500  mji. A c a l i b r a t i o n  c u r v e  w as 

p r e p a r e d  u s i n g  c r y s t a l l i n e  eg g  a l b u m i n .  A l i n e a r  r e l a t i o n ­

s h i p  b e tw e e n  o p t i c a l  d e n s i t y  a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  

f o u n d  f o r  c o n c e n t r a t i o n s  b e tw e e n  25 a n d  400  p g . / m l .

(b )  The M i c r o k . j e l d h a l  N D e t e r m i n a t i o n  was c a r r i e d  o u t  b y  

t h e  m e th o d  o f  Ma a n d  Z u a z a g a  ( 1 9 4 2 ) .  The p r o t e i n  s a m p le  was

d i g e s t e d  w i t h  1 . 5  m l .  c o n c .  HgSO^ u s i n g  m e r c u r y  a s  c a t a l y s t  

an d  d i g e s t i o n  w as  c o n t i n u e d  f o r  one h o u r  a f t e r  c l e a r i n g  a n d  

d i s t i l l a t i o n  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  a p p a r a t u s  o f  Markham ( 1 9 4 2 ) .
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E l e c t r o p h o r e t i c  A n a l y s i s  w as c a r r i e d  o u t  b y  t h e  m e th o d  

o f  T i s e l i u s  (1 9 3 7 )  u s i n g  t h e  P h i l p o t - S v e n s s o n  ( S v e n s s o n ,  1 9 3 9 )  

o p t i c a l  s y s t e m  (Adam H i l g e r  & C o . ,  L o n d o n ) .  The i l l u m i n a t i o n  

w as p r o v i d e d  by  a  m e r c u r y  v a p o u r  lam p  and a  g r e e n  (546  mp) 

f i l t e r  a n d  p h o t o g r a p h i c  r e c o r d s  w ere  made on I l f o r d  H a l f t o n e  

p a n c h r o m a t i c  p l a t e s .  The c e l l  u s e d  was t h e  d o u b l e  s e c t i o n  

o f  3 m l .  c a p a c i t y .

F i l t e r  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  was c a r r i e d  o u t  by  t h e  

m e th o d  o f  M i l l s  an d  S m i th  (1 9 5 1 )  w h ic h  i s  b a s e d  on th e  m e th o d  

o f  D urrum  ( 1 9 5 0 ) .  The a p p a r a t u s  u s e d  i s  shown i n  P l a t e  A.

A l l  e x p e r i m e n t s  w ere  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  c o l d  room  a t  a  te m ­

p e r a t u r e  o f  0 - 4 ° .  The enzyme s o l u t i o n s  f o r  a n a l y s i s  w e re  

a p p l i e d  t o  t h e  m i d d l e  o f  Whatman 3 MM f i l t e r  p a p e r  s t r i p s ,

55 cm. l o n g  an d  3 o r  7 cm. w i d e ,  by m ean s  o f  a  m i c r o - p i p e t t e  

so  a s  t o  f o r m  a  n a r r o w  t r a n s v e r s e  b a n d .  P r o t e i n  w as 

l o c a l i s e d  w i t h  b ro m o p h e n o l  b l u e .  A f t e r  d r y i n g  t h e  p a p e r  was 

s e c t i o n e d  i n t o  5 mm. s t r i p s ,  e a c h  s e c t i o n  e l u t e d  i n  1 m l .

0 .01N  NaOH a n d  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  v i o l e t  c o l o u r  d e t e r m i n e d  

i n  th e  H i l g e r  S p e k k e r  a b s o r p t i o m e t e r  ( I l f o r d  6 0 5 ,  y e l l o w -  

g r e e n  f i l t e r )  u s i n g  0 . 5  m l .  m i c r o - c e l l s ,  o p t i c a l  d e n s i t y  

b e i n g  p l o t t e d  a g a i n s t  m i g r a t i o n .  E l e c t r o - e n d o s m o s i s  was 

d e t e r m i n e d  b y  th e  m i g r a t i o n  o f  a  g l u c o s e  s p o t .  L o c a t i o n  o f  

t h e  enzym e on t h e  s t r i p s  was e f f e c t e d  by  m ean s  of p h e n o l -  

p h t . h a l e i n  p h o s p h a t e  a s  d e s c r i b e d  by  M i l l s  a n d  S m ith  ( 1 9 5 1 ) .



T h i s  m e th o d  g i v e s  a  r o u g h  i n d i c a t i o n  o f  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  

a c t i v i t y .  F o r  a  m ore  p r e c i s e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p o s i t i o n  

o f  enzyme a c t i v i t y  t h e  u n d r i e d  s t r i p  was c u t  i n t o  5 mm. 

s e c t i o n s  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  e a c h  s e c t i o n  a s s a y e d  u s i n g  

0 .005M  p h e n y l  p h o s p h a t e  i n  1 m l .  a c e t a t e  b u f f e r .  P h e n o l  

was d e t e r m i n e d  b y  t h e  F o l i n - C i o c a l t e u  m e th o d  an d  en zy m ic  

a c t i v i t y  p l o t t e d  a g a i n s t  d i s t a n c e  o f  m i g r a t i o n .
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SECTION I .

The i n f l u e n c e  o f  pH a n d  o t h e r  f a c t o r s  on t h e  e n z y m ic  h y d r o ­

l y s i s  o f  p h o s p h a t e  e s t e r s .

Many f a c t o r s  a r e  known t o  i n f l u e n c e  t h e  p H - a c t i v i t y  

c u r v e s  o f  t h e  p h o s p h a t a s e s  s u c h  a s  t h e  t y p e  o f  s u b s t r a t e  

(K in g  a n d  D e l o r y ,  1 9 3 9 ;  D e l o r y  a n d  K in g ,  1 9 4 3 ;  W a lk e r  a n d  

K i n g ,  1 9 5 0 ) ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  ( R o s s ,  E l y  a n d  

A r c h e r ,  1 9 5 1 ) ,  t h e  t y p e  a n d  i o n i c  s t r e n g t h  o f  b u f f e r  u s e d  

(A e b i  a n d  A b e l i n ,  1 9 4 8 ;  Z i t t i e  a n d  D e l l a  M o n ic a ,  1 9 5 0 )  a n d  

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a c t i v a t o r s  o r  i n h i b i t o r s .

I n  t h e  p r e s e n t  w ork  th e  t y p e  o f  s u b s t r a t e  and  th e  

e f f e c t  o f  a d d e d  Mg++ i o n s  w e re  t h e  o n l y  v a r i a b l e  f a c t o r s  

s t u d i e d  s i n c e  t h e  m a in  p u r p o s e  w as to  i n v e s t i g a t e  t h e  

s p e c i f i c i t y  o f  th e  v a r i o u s  p h o s p h a t a s e s  p r e s e n t  i n  r a t  l i v e r  

b e f o r e  p r o c e e d i n g  w i th  a t t e m p t s  a t  c h a r a c t e r i s a t i o n  a n d  

e x a m i n a t i o n  o f  t h e i r  p r o p e r t i e s .  F r e s h  u n f r a c t i o n a t e d  r a t -  

l i v e r  h o m o g e n a te s  a n d  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  w e re  u s e d  

t h r o u g h o u t ,  t h e  l a t t e r  t o  o b v i a t e  a n y  c h a n g e s  i n  b u f f e r  t y p e .

F i g u r e  1 . 1  shows t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o b t a i n e d  w i t h  

0 .005M  p h e n y l  p h o s p h a t e  a n d  0 .0025M  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e .  

The same g e n e r a l  p i c t u r e  was o b t a i n e d  w i t h  b o t h  s u b s t r a t e s ,  

t h e  a c t i v i t y  a t  a c i d  pHs b e i n g  much g r e a t e r  t h a n  t h a t  a t
4 |

a l k a l i n e  p H s .  A t t h e  low  pHs Mg i o n s  c a u s e d  i n h i b i t i o n ,  

f ro m  pH 5 . 0  t o  pH 7 . 0  t h e y  h a d  l i t t l e  o r  no  e f f e c t  a n d



A s . /• 2.
t>H -  A c t i v i t y  Curv* Of HvdroMsiS O f aC~A»d/i - & \ w r e P / , e » A ^ t ^  

3 1  J2a.t L i v e r  N  omo\ene.te%.

1 9 0

do .
Z£iATIV£
ACTIVITY

b° .

40 .

*0  .

2 3 4 5 6 7 a 9 #/
fi'H.

b) susstraee:-
o o im   ̂& \y tc r o p h o s p h * teSo

60

40

' - *x  A s s a y s  //7 p r e s e n c e  0 * 0 !m  Me SOa 
   /Vo Mg So4% A d d e d
feo 4?at le v e r  Nomegenate** U%»d In B o th  C ases  
Assay** At 38* f o r  I H our

a) 5«/&5tr*te;
O'OiM pC- 6lyeero ̂ toophate .



fra. <- 3.
pH- A c t i v i t y  Curve, s Of. A/ydeo\ys is  Of Adenosine - 3^ ph o%phat* 

find. Adenosine -  S  - P / iobphate  S y  P a t  Liver Su&pen&i'o/7s.

too

60  . 
Woqnvtf
ACTIVITY 

*0 .

40 . 

*0 .

^  3 * 5  6 7 6 9 to It
P H

too
(b o -ooSM AOtNOStHE -3 - Po.

,(§ ) OoOStn AO§NO$tN§~&$' PÔ
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a b o v e  pH 8 . 0  t h e y  c a u s e d  a c t i v a t i o n .

cX - a n d  (h - g l y c e r o p h o s p h a t e s  ( F i g u r e  1 . 2 ) a t  a  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  G.01M g a v e  c u r v e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  show n i n  

F i g u r e  1 . 1 ,  h u t  w i t h  b o t h  t h e s e  s u b s t r a t e s ,  t h e  sh a p e  o f  t h e  

c u r v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  m ig h t  be a n o t h e r  enzyme o p t i m a l l y  

a c t i v e  b e tw e e n  pH6 a n d  7 .  Mg i o n s  h a d  a  s i m i l a r  e f f e c t  

w i t h  t h e s e  s u b s t r a t e s  a s  w i t h  p h e n y l  a n d  p - n i t r o p h e n y l  

p h o s p h a t e s .

The p H - a c t i v i t y  c u r v e s  f o r  th e  h y d r o l y s i s  o f  a d e n o s i n e  

3 ’ - p h o s p h a t e ,  a d e n o s i n e - 5 ’ - p h o s p h a t e  a n d  i n o s i n i c  a c i d  a r e  

shown i n  F i g u r e  1 .3  a n d  1 . 4 .  W i th  a d e n o s i n e -3  ’ - p h o s p h a t e  

t h e  r e s u l t s  w e re  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o r  t h e  e a r l i e r  s u b s t r a t e s .  

Two p e a k s  w e re  fo u n d  i n  t h e  a c i d  r a n g e ,  one w i t h  a n  op tim um  

a t  pH 3 . 5 ,  t h e  o t h e r  a t  a b o u t  pH 5 . 3 .  Mg*1""1* i o n s  a g a i n  h a d
f )

a  s i m i l a r  e f f e c t ,  a l t h o u g h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg i o n s  a  

t h i r d  p e a k  a t  a r o u n d  pH 6 . 5  was o b s e r v e d .  W ith  t h e  5 ’ - n u c l e o ­

t i d e s ,  h o w e v e r ,  a  v e r y  d i f f e r e n t  p i c t u r e  was o b t a i n e d .  The 

a c t i v i t y  b e tw e e n  pHs 3 a n d  4 was o n l y  a b o u t  h a l f  t h a t  o b t a i n e d  

w i t h  t h e  3 ’ - n u c l e o t i d e  w h e r e a s  tw o  m a rk e d  p e a k s  o f  a c t i v i t y  

w e re  o b s e r v e d ,  o n e  a t  pH 7 . 2  a n d  t h e  o t h e r  b e tw e e n  pH 8 - 9 .

Mg4*  i o n s  c a u s e d  a c t i v a t i o n  a t  o p t im a .  The maximum a c t i v i t y  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  5 ’ - n u c l e o t i d e  a t  pH 7 . 2  was 2 . 5  t i m e s  t h e  

maximum o b t a i n e d  w i t h  t h e  3 ’ - n u c l e o t i d e  w h ic h  o c c u r r e d  a t  

pH 4 . 0  ( F i g u r e  1 . 3 . b ) .  I n o s i n i c  a c i d  ( F i g u r e  1 . 4 )  g a v e  a
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s i m i l a r  p i c t u r e  t o  t h a t  o f  a d e n o s i n e - 5 ’ - p h o s p h a t e .  The 

a c t i v i t y  b e tw e e n  pHs 5 a n d  6 w i t h  t h e  5 ’ - n u c l e o t i d e s  w as  much 

g r e a t e r  t h a n  t h a t  b e tw e e n  pHs 3 and  4 ,  w h e re a s  w i t h  p r e ­

v i o u s  s u b s t r a t e s  t h e  l e v e l  o f  a c t i v i t i e s  a t  t h e s e  two pH 

r a n g e s  was o f  t h e  same o r d e r .

The h y d r o l y s i s  c u r v e s  w i t h  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  a n d  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  w e re  f o u n d  t o  h a v e  o n l y  one  maximum 

( F i g u r e  1 . 5 ) .  T h e . h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  i s  

s t r o n g l y  a c t i v a t e d  b y  Mg** i o n s  an d  i s  o p t i m a l  a t  pH 7 . 2 ,  

w h e r e a s  Mg'** i o n s  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  on t h e  h y d r o l y s i s  o f  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e ,  t h e  o p t i m a l  pH h e r e  b e i n g  a t  pH 6 . 5 .

I t  may be  d e d u c e d  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  r a t  l i v e r  

c o n t a i n s  tw o a c i d  p h o s p h a t a s e s  sh o w in g  o p t i m a l  a c t i v i t y  a t  

a b o u t  pH 3 . 5  a n d  5 . 0  r e s p e c t i v e l y .  The f o r m e r  enzyme i s  

i n h i b i t e d  b y  0 .01M  Mg*4* i o n s  w h e r e a s  t h e  l a t t e r  a p p e a r s  t o  

be  u n a f f e c t e d .  B o th  t h e s e  enzym es a p p e a r  v e r y  n o n - s p e c i f i c  

i n  t h e  t y p e  o f  s u b s t r a t e  t h e y  a t t a c k  a l t h o u g h  i t  i s  d i f f i c u l t  

t o  a s s e s s  t h e i r  e f f e c t  i n  h y d r o l y s i n g  t h e  5 ’ - n u c l e o t i d e s  a n d  

g l u c o s e  p h o s p h a t e s  d u e  t o  t h e  c o e x i s t e n c e  o f  p o w e r f u l  

s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  f o r  t h e s e  s u b s t r a t e s .  T h e re  a l s o  

a p p e a r s  t o  be  some e v i d e n c e  f o r  a  g l y c e r o p h o s p h a t a s e  a c t i n g  

o p t i m a l l y  a t  pH 6 . 5 .

W i th  a l l  s u b s t r a t e s  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  e v i d e n c e  f o r  

p h o s p h a t a s e s  a c t i n g  o p t i m a l l y  i n  t h e  r a n g e  pH 9 . 0 - 1 0 . 5  a n d
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w h ic h  a r e  s t r o n g l y  a c t i v a t e d  by  Mg++ i o n s .  T h i s  a c t i v a t i n g  

e f f e c t ,  h o w e v e r ,  w as n o t  s o  w e l l  m a rk e d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  

h e x o s e  p h o s p h a t e s .

T h e r e  w o u ld  a p p e a r  t o  be a  r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  5 T-  

n u c l e o t i d a s e  p r e s e n t  i n  l i v e r  o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  pH 7 . 0 - 7 . 5  

w h ic h  h a s  l i t t l e  a c t i v i t y  t o w a r d s  3 1- n u c l e o t i d e s . W ith  t h e  

5 T- n u c l e o t i d e s  t h e r e  i s  m a rk e d  h y d r o l y s i s  a t  a l k a l i n e  pHs a n d  

i t  seem s t h e r e f o r e  t h a t  t h e r e  i s  e i t h e r  a  s e c o n d  s p e c i f i c  

5 1- n u c l e o t i d a s e  o r  t h a t  t h e  n o n - s p e c i f i c  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

h a s  a  h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h i s  t y p e  o f  s u b s t r a t e .

The h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  i n  h o m o g e n a te s  

i s  p r o b a b l y  c a u s e d  b y  t h e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  i s o l a t e d  by  

Sw anson  ( 1 9 5 0 ) .  The m ech an ism  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  

g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  a p p e a r s  t o  be o f  a  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r  

an d  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  m ore  d e t a i l  i n  a  l a t e r  s e c t i o n .

I t  was c o n s i d e r e d  t h a t  p a r t  o f  t h e  en zy m ic  a c t i v i t y  

i n  t h e s e  c r u d e  l i v e r  h o m o g e n a te s  m ig h t  r e m a in  i n  an  I n a c t i v e  

o r  b o u n d  f o r m  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e  e f f e c t  o f  h o m o g e n is in g  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  d e t e r g e n t  T r i t o n  X -100  was e x a m in e d .

3 0 fo s u c r o s e  s o l u t i o n  and  0.4M  KOI w e re  a l s o  u s e d  i n  p l a c e  o f  

w a t e r  a s  h o m o g e n i s in g  m edium . I n  t h e  p r e s e n c e  o f  T r i t o n  X -100  

( F i g u r e  1 . 6 ) t h e r e  a p p e a r e d  t o  be  some i n a c t i v a t i o n  a t  t h e  

m ore a c i d  p H s . W a te r  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  

h o m o g e n i s in g  m edium  s i n c e  h o m o g e n a te s  p r e p a r e d  i n  s u c r o s e
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a n d  KC1 h a d  much l o w e r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  

( F i g u r e  1 . 7 ) .

S i n c e  v e r o n a l - a c e t a t e  m i x t u r e s  h a v e  a  w eak  b u f f e r i n g  

c a p a c i t y  a t  h i g h  p H s ,  b o r i c  a c i d  -  NaCl-NaOH a n d  g l y c i n e  -  

NaCl-NaOH b u f f e r s  w ere  c o m p a re d  w i t h  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  

o v e r  t h e  pH r a n g e  f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  H ig h e r  a l k a l ­

i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  w e re  o b s e r v e d  w i t h  th e  b o r i c  a c i d  

and g l y c i n e  b u f f e r s  t h a n  w i t h  t h e  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  

( F i g u r e  1 . 8 } ^



SECTION I I .

The I n t r a c e l l u l a r  D is t r ib u t io n  o f  R a t ,L iv e r  P h o sp h a ta ses .

A s t u d y  o f  th e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  r a t  

l i v e r  p h o s p h a t a s e s  was u n d e r t a k e n  i n  t h e  hope t h a t  i t  m ig h t  

l e a d  t o  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  th e  v a r i o u s  enzym es 

s u g g e s t e d  b y  t h e  r e s u l t s  o f  S e c t i o n  I .

N o v i k o f f ,  P o d b e r  a n d  Ryan ( 1 9 5 0 ) ,  u s i n g  r a t - l i v e r  

e x t r a c t s ,  p r e p a r e d  i n  w a t e r  and  0 . 88M s u c r o s e ,  f o u n d  t h a t  

a b o u t  4 0 $  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  a n d  5 0 -6 0 $  o f  t h e  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w i t h  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  

c y t o p l a s m .  B e r t h e t  and  de  Duve ( 1 9 5 1 ) ,  u s i n g  t h e  m e thod  o f  

S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  w h ic h  i n v o l v e s  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  

o f  e x t r a c t s  o f  t i s s u e  p r e p a r e d  i n  0 .25M  s u c r o s e ,  fo u n d  

5 0 - 6 0 $  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a .  

P a l a d e  (1 9 5 1 )  u s i n g  0 . 8 8  M s u c r o s e  s o l u t i o n  fo u n d  t h a t  o n ly  

4 0 $  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was p r e s e n t  i n  t h e  

m i t o c h o n d r i a  a n d  r e p o r t e d  l a r g e r  am o u n ts  i n  o t h e r  f r a c t i o n s  

t h a n  d i d  B e r t h e t  a n d  d e  Duve. B e r t h e t  and  de Duve a s s a y e d  

a c i d  p h o s p h a t a s e  a t  pH 5 . 0  u s i n g  ABO b u f f e r s  w h e re a s  P a l a d e  

a s s a y e d  a t  pH 4 . 5  u s i n g  a c e t a t e  b u f f e r s .  The d i s t r i b u t i o n  

o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  was a l s o  s t u d i e d  b y  de Duve an d  h i s  

c o l l e a g u e s  ( H e r s ,  B e r t h e t ,  B e r t h e t  a n d  de Duve, 1 9 5 1 )  a n d  

t h e y  f o u n d  t h a t  t h i s  enzyme was p r e s e n t  to  a  l a r g e  e x t e n t  i n



t h e  m ic ro s o m e  f r a c t i o n  o f  k i d n e y  a n d  i n t e s t i n e .  The m i c r o -  

some f r a c t i o n ,  a s  s e p a r a t e d  by  t h e s e  w o r k e r s ,  w as  shown t o  

c a r r y  7 0 - 8 0 $  o f  t h e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  P h o s -  

p h o g l u c o m u t a s e ,  o n  th e  o t h e r  h a n d ,  was r e c o v e r e d  c o m p l e t e l y  

i n  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o p l a s m .

M ethod  o f  p r e p a r a t i o n  o f  c e l l u l a r  f r a c t i o n s .

I n  v ie w  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  some enzym es t o  i n c r e a s e s  

i n  i o n i c  s t r e n g t h ,  e . g . ,  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  (K lenow , 1 9 5 3 ) ,

I t  w as  d e c i d e d  t o  em p lo y  0 .25M  s u c r o s e  a s  t h e  h o m o g e n i s a t i o n  

m edium . 0 . 8 8  M s u c r o s e  was n o t  em p lo y ed  s i n c e  some enzym es 

a r e  i n a c t i v a t e d  by  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u c r o s e  and  a l s o  

i n  v i e w  o f  t h e  l a c k  o f  s u i t a b l e  e q u ip m e n t  f o r  t h e  c e n t r i f u g a l  

s e p a r a t i o n  o f  m ic r o s o m e s  i n  t h i s  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u c r o s e .

The t e c h n i q u e  a d o p t e d  w as e s s e n t i a l l y  t h a t  o f  S c h n e id e r  

( 1 9 4 8 ) .  A r a t  w as  k i l l e d  b y  d e c a p i t a t i o n  a n d  e x a n g u i n a t i o n  

a n d  t h e  l i v e r  p e r f u s e d  i n  s i t u  w i t h  i c e - c o l d  0.25M s u c r o s e  

s o l u t i o n .  The l i v e r  w as  r e m o v e d ,  w a sh e d  w i t h  i c e - c o l d  

s u c r o s e  s o l u t i o n  a n d  e x c e s s  m o i s t u r e  d r i e d  w i t h  f i l t e r - p a p e r . 

A b o u t 1 g. l i v e r  w as h o m o g e n is e d  i n  9 v o lu m es  o f  I c e - c o l d  

0 .25M  s u c r o s e  s o l u t i o n  f o r  2 m i n u t e s  I n  a  P o t t e r - E l v e h j e m  

(1 9 3 6 )  P y r e x  g l a s s  h o m o g e n i s e r .  The t im e  o f  h o m o g e n i s a t i o n  

was f o u n d  t o  b e  v e r y  c r i t i c a l  I n  t h a t  t o  e n s u r e  a  p r e p a r a t i o n  

f r e e  f r o m  a  s i g n i f i c a n t  nu m b er o f  u n b r o k e n  c e l l s  h o m o g e n i s a t i o n  

h a d  t o  be  c o n t i n u e d  f o r  4 - 5  m i n u t e s .  U n f o r t u n a t e l y  t h e r e



was e v i d e n c e  t h a t  h o m o g e n i s in g  f o r  t h i s  l e n g t h  o f  t i m e  b r o u g h t  

a b o u t  s e r i o u s  b re a k d o w n  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .  I t  w as 

n e c e s s a r y  t h e r e f o r e  t o  a d o p t  a  co m p ro m ise  b e tw e e n  in c o m p l e t e  

r u p t u r e  o f  a l l  c e l l s  an d  a  b reak d o w n  o f  m i t o c h o n d r i a .

T he h o m o g e n a te  w as  c e n t r i f u g e d  f o r  10 m i n u t e s  a t  

2000  r . p . m .  (6 0 0  g . ) u s i n g  t h e  h o r i z o n t a l  y o k e  (M .S .E .

M a jo r  r e f r i g e r a t e d  c e n t r i f u g e ) .  The s u p e r n a t a n t  w as rem o v ed  

w i t h  a  P a s t e u r  p i p e t t e  a n d  th e  r e s i d u e  r e h o ra o g e n i s e d  i n  5 m l .  

i c e - c o l d  0 .25M  s u c r o s e  s o l u t i o n  a n d  r e c e n t r i f u g e d  f o r  10 

m i n u t e s  a t  600  g .  T h i s  w a s h in g  p r o c e s s  was r e p e a t e d  once  

m o r e ,  t h e  n u c l e i  (F r a c t i o n  M) s u s p e n d e d  i n  0.25M  s u c r o s e ,  a  

c e l l  and  n u c l e i  c o u n t  c a r r i e d  o u t  and  t h e  s u s p e n s i o n  s t o r e d  

a t  - 1 5 ° .  An a l i q u o t  o f  th e  c o m b in e d  s u p e r n a t a n t  an d  w a s h in g s  

w as r e t a i n e d  (T o t a l  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  -  S^ ) .  The r e s t  o f  

t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  w as c e n t r i f u g e d  a t  8 , 5 0 0 - 1 0 ,0 0 0  g .  

f o r  10  m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t  rem oved  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  

w a sh e d  w i t h  3 m l .  o f  t h e  s u c r o s e  s o l u t i o n .  The s u s p e n s i o n  

was r e c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e ,  t h e  s u p e r n a t a n t  rem oved  and  th e  

r e s i d u e  s u s p e n d e d  i n  s u c r o s e  s o l u t i o n  and  s t o r e d  a t  - 1 5 °

( t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  -  MT) .  The com bined  s u p e r n a t a n t s  

w e re  s p u n  a t  1 8 ,0 0 0  g .  f o r  1 h o u r  an d  t h e  s u p e r n a t a n t  was r e ­

moved a n d  s t o r e d  a t  - 1 5 °  ( t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n  -  S0 ) , w h i l e  t h e  r e s i d u e  was s u s p e n d e d  i n  s u c r o s e— *1b
s o l u t i o n  a n d  s t o r e d  a t  - 1 5 °  ( t h e  m i c r o s o m al f r a c t i o n  -  MS) .



F i g .  2 . 1 ^  METHODS EMPLOYED IN  PREPARING INTRACELLULAR FRACTIONS.

LIVER ( p e r f u s e d  w i t h  0.25M s u c r o s e )

c e n t r i f u g e d  a t  6 OOg. a t  0 °  
f o r  10  m in s .

S u p e r n a t a n t

c e n t r i f u g e d  a t  
8 - 1 0 , OOg. a t  0 
f o r  10 r a in s .

 r
P r e c i p i t a t e

S u p e r n a t a n t

r e h o m o g e n is e d  i n  
s u c r o s e  & c e n t r i f u g e d  
a s  a b o v e .

P r e c i p i t a t e

re h o m o g e n is e d  i n  
s u c r o s e  & c e n t r i f u g e d  
a s  abfeve.

S u p e r n a t a n t FRACTION N. 
( N u c l e i . )

( FRACTION S 1 )

I---------------
P r e c i p i t a t e

r e h o m o g e n i s e d  i n  
s u c r o s e  & c e n t r i f u g e d  
a t  0 °  f o r  10  m in s .

S u p e r n a t a n t

FRACTION MT. 
( M i t o c h o n d r i a )

S u p e r n a t a n t

c e n t r i f u g e d  a t  1 8 ,0 0 0 g .  
f o r  1 h r .  a t  0 .

FRACTION So 

( N o n - p a r t i c u l a t e  C y to p la s m )

 r
FRACTION MS. 

(M ie ro s o m e s )



A f l o w  s h e e t  o f  t h e  s e p a r a t i o n  p r o c e s s  i s  shown i n  F i g u r e  2 . 1 .

A c o u n t  o f  n u c l e i  and  u n b ro k e n  c e l l s  was c a r r i e d  o u t  

on f r a c t i o n  N i n  3 m l ,  s u c r o s e  s o l u t i o n  u s i n g  a  s t a n d a r d  

h a e m o c y t o m e t e r  w i t h  0 .25M  s u c r o s e  a s  d i l u t i n g  f l u i d .  The 

r e s u l t s  i n d i c a t e d  a  r a t i o  o f  n u c l e i / u n b r o k e n  c e l l s  o f  11/ 1 

a l o n g  w i t h  some m i t o c h o n d r i a  and f i b r o u s  c e l l  d e b r i s .

A c id  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w as d e t e r m i n e d  u s i n g  0 . 0 1 M / 3 - g l y c e r o ­

p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e  i n  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  a t  pHs 3 . 8 ,  

5 .5 5  a n d  6 . 5 .

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was d e t e r m i n e d  a t  pH 1 0 .1 5  

u s i n g  t h e  sam e s u b s t r a t e  i n  a  b o r i c  a c i d  -  KC1 -  NaOH b u f f e r  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg4** i o n s  (10~^M -  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) .

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was a s s a y e d  a t  pH 6 . 5  u s i n g  a  

v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r  a n d  Q.005M g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e .

5 * - N u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  was a s s a y e d  u s i n g  0.003M  a d e n o s i n e ­

s ’ - p h o s p h a t e  w i t h  Mg4"4  i o n s  (1 0 “ ^M f i n a l  c o n c e n t r a t i o n )  a t  

pH 7 . 2  i n  a  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r ,  a n d  a t  pH 1 0 .1 5  i n  a  

b o r i c  a c id -K C l-N aO H  b u f f e r .

E a c h  f r a c t i o n  w as f r o z e n  in  a  m i x t u r e  o f  s o l i d  COg 

a n d  a c e t o n e  a n d  th a w ed  r a p i d l y .  T h i s  was r e p e a t e d  t w i c e  i n  

o r d e r  t o  r u p t u r e  c o m p l e t e l y  t h e  o r g a n i s e d  s t r u c t u r e s .

A s s a y s  w e re  c a r r i e d  o u t  on f r a c t i o n s  N, MT, MS,

Sg a n d  a  r e c o n s t i t u t e d  m i x t u r e  o f  N + i n  e q u i v a l e n t  p r o ­

p o r t i o n s .  T h i s  m ix ed  f r a c t i o n  was u s e d  a s  an  e s t i m a t e  o f



Figure 3,3.

LIVER.
1). Perfused with ice-cold 0.25 M sucrose 

containing 0.0018 M CaC^,
2). Homogenised for 2 minutes in 9 vols.

0*25 M sucrose containing 0.0018 
OaClg. Filtered t h r o u g h  2 layers 
muslin.

3). Aliquot (10 ml.) layered over 20 ml.
0*34 M sucrose containing 0.00018 M *|
CaClg.

4). Centrifuged at 2000 r.p.m* for 10 
mimutes. Accelerated and deceler­
ated slowly to avoid mixing layers.

I) . 5ml 0*25 M sucrose containing 
0.00018 M CaClg added and 
homogenised for 15 seconds.

8). 10 ml 0.34 M sucrose contain­
ing 0.00018 M CaCls slowly 
introduced heneath suspension 
of nuclei.

3) . Centrifuged at 8000 r.p.m. 
for 10 minutes.

SUPERNATANT PRECIPITATE.

SUPERNATANT
---------- f

PRECIPITATE.

Layering and oentri- 
fuging repeated twice.

SUPERNATANT■
  1

PRECIPITATE.

A ll m&rupulaXiovvS c&Trî d out?vX O.



t h e  t o t a l  a c t i v i t y  p r e s e n t .

The r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b le  2 . 1 .  I t  w i l l  be 

s e e n  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

was s i m i l a r  a t  t h e  t h r e e  pHs o f  a s s a y  w i t h  t h e  g r e a t e s t  

a c t i v i t y  a p p e a r i n g  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .  A l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w as  h i g h e s t  i n  f r a c t i o n  Sg a l t h o u g h  

f r a c t i o n  N show ed  a  s i g n i f i c a n t  a c t i v i t y .  G l u c o s e - 6 - p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y  w as  p r e s e n t  i n  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  i n  th e  

m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .  The d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  5 f - n u c l e o ­

t i d a s e  a c t i v i t y  w as  s i m i l a r  a t  b o t h  pH 7 . 2  an d  pH 1 0 .1 5 .

H i g h e s t  a c t i v i t y  w as  o b t a i n e d  i n  f r a c t i o n  MS an d  f r a c t i o n  N 

a g a i n  a p p e a r e d  t o  h a v e  s i g n i f i c a n t  a c t i v i t y .  R e c o v e r i e s  o f  

t h e  n o n - s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  w ere  good a l t h o u g h  t h e r e  was 

an  18-28%  l o s s  w i t h  t h e  s p e c i f i c  e n z y m e s .

S in c e  i t  was o b s e r v e d  t h a t  f r a c t i o n  N p o s s e s s e d  

s i g n i f i c a n t  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  an d  

i n  v ie w  o f  t h e  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h i s  f r a c t i o n  w i t h  u n b ro k e n  

c e l l s  a n d  m i t o c h o n d r i a ,  i t  was d e c i d e d  t o  s t u d y  t h e  a c t i v i t i e s  

o f  n u c l e i  i s o l a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  Hogeboom, S c h n e id e r  an d  

S t r i e b i c h  ( 1 9 5 2 ) .  T h i s  p r o c e d u r e  i s  o u t l i n e d  i n  F i g u r e  2 . 2 .  

H a t  l i v e r s  w e re  p e r f u s e d  i n  s i t u  w i t h  I c e - c o l d  0.25M s u c r o s e  

c o n t a i n i n g  0 .0018M  GaGlg a n d  t h e n  rem oved  and  h o m o g e n is e d  i n  

9 v o lu m e s  o f  t h e  same s o l u t i o n  f o r  two m i n u t e s  u s i n g  a  P y r e x  

g l a s s  h o m o g e n i s e r  ( P o t t e r  a n d  E l v e jh e m ,  1 9 3 6 ) .  The h o m o g e n a te



Table 2 . 1 .

R e la t iv e  P h osp h atase  A c t i v i t y  o f  V ariou s F r a c t io ns

e x p r e s s e d  a s  P e r ce n ta g e  o f  th a t  o f  N u c lea r  and T o ta l C ytoplasm .

S u b s t r a t e s  an d  pH o f  A ss a y

F r a c t i o n 0 .01M /9  - g l y c e r o p h o s p h a t e
.005M
g l u c o s e
- 6 - P 04

. 0025M ,
a d e n o s i n e - 5 - P 0 .

4

3 . 8 0 5 . 5 5 6 .5 0 1 0 .1 5 6 .5 0 7 .2 0 1 0 .1 5

N +  S;L 100 100 100 100 100 100 100

N 12 14 12 26 17 23 27

MT 40 40 42 7 33 14 9

MS 29 2 6 21 18 19 34 31

S2 14 14 16 50 3 11 10

R e c o v e r y 95 94 91 101 72 82 77



was f i l t e r e d  t h r o u g h  two l a y e r s  o f  m u s l i n  a n d  a  10  m l .  a l i ­

q u o t  w as  l a y e r e d  c a r e f u l l y  o v e r  20  m l .  o f  i c e - c o l d  0.34M  

s u c r o s e  c o n t a i n i n g  0 .0018M  CaClg i n  a  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  2000  r . p . m .  (600  g . ) u s i n g  t h e  h o r i z o n t a l  

y o k e .  A c c e l e r a t i o n  a n d  d e c e l e r a t i o n  w ere  c a r r i e d  o u t  s l o w ly  

t o  a v o i d  m ix in g  o f  t h e  l a y e r s .  The s u p e r n a t a n t  was rem oved  

w i t h  a  P a s t e u r  p i p e t t e  a n d  s t o r e d  a t  0 ° .  The p r e c i p i t a t e  

w as r e h o m o g e n i s e d  f o r  15 s e c o n d s  i n  0.25M s u c r o s e  c o n t a i n i n g  

0 .00018M  GaClg an d  10 m l .  0 .34M  s u c r o s e  c o n t a i n i n g  0 .00018M  

C aC lg  w as i n t r o d u c e d  b e n e a t h  t h e  n u c l e a r  s u s p e n s i o n  a n d  t h e  

w h o le  c e n t r i f u g e d  f o r  10  m i n u t e s  a t  600 g .  The s u p e r n a t a n t  

was rem o v ed  a n d  t h e  w a s h in g  p r o c e d u r e  was r e p e a t e d  t w i c e  m o re .  

The s u p e r n a t a n t s  w e re  p o o l e d  a n d  made u p  t o  a  s u i t a b l e  vo lu m e . 

The n u c l e i  w e re  s u s p e n d e d  i n  0 .25M  s u c r o s e / C a C l ^  s o l u t i o n  so 

t h a t  t h e  n u c l e a r  a n d  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  w e re  t h e  same c o n ­

c e n t r a t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  s u c r o s e  and C aC lg . B o th  f r a c t i o n s  

w e re  f r o z e n  i n  a  m i x t u r e  o f  s o l i d  C0g i n  a c e t o n e  a n d  im m e d i a t e ­

l y  th a w e d .  T h i s  p r o c e s s  was r e p e a t e d  t h r e e  t im e s  to  r u p t u r e  

t h e  p a r t i c u l a t e  s t r u c t u r e s .

P h o s p h a t a s e  a s s a y s  w e re  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  

a n d  IHAP a n d  MAP e s t i m a t i o n s  c a r r i e d  o u t  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  

t h e  p u r i t y  o f  t h e  f r a c t i o n s .

The r e s u l t s  o f  a  t y p i c a l  e x p e r i m e n t  a r e  p r e s e n t e d  i n  

T a b le  2 . 2 .  N e g l i g i b l e  a m o u n ts  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  and



Table 2 . 2 .

R e la t iv e  P h osp h atase  A c t i v i t i e s  o f  Rat L iv e r  N u c le i

and C ytoplasm .

S u b s t r a t e an d  pH o f  A ssa y MAP 
u g / 100  

mg.

MAP
u g /lO O

mg.F r a c t i o n

/5- g l y c e r o p h o s p h a t e G lu ­
c o s e
6- P 04

A d e n o s in e
- 5 - P 0 .

4

3 . 8 0 5 . 5 5 6 . 5 0 1 0 .1 5 6 .5 0 7 . 2 0 1 0 .1 5
L i v e r L i v e r

O r i g i n a l 100 100 100 100 100 100 100 2 0 .1 6 8 2 . 0

N u c l e a r 3 6 3 26 1 13 16 1 4 .9 5 6 .8

C y to p la s m ic 84 98 83 80 58 68 66 5 .2 1 6 5 .6

R e c o v e r y 87 104 86 106 59 81 82 2 0 .1 6 7 2 .4



g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  w e re  f o u n d  i n  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n .

The a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  an d  5 1- n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  o f  

t h i s  f r a c t i o n  m u s t ,  h o w e v e r ,  he  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t .

F rom  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  MAP i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  n u c l e a r  

f r a c t i o n  c o n t a i n e d  75% o f  t h e  n u c l e i  o r i g i n a l l y  p r e s e n t .

The low  RNAP o f  t h i s  f r a c t i o n  was a n  i n d i c a t i o n  t h a t  i t  w as 

f r e e  f r o m  s i g n i f i c a n t  c o n t a m i n a t i o n  b y  u n b r o k e n  c e l l s  a n d  

c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  w h ic h  was c o n f i r m e d  by  m i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n .

F u r t h e r  s t u d i e s  w e re  c a r r i e d  o u t  on t h e  d i s t r i b u t i o n  

o f  th e  p h o s p h a t a s e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  b y  

t h e  o r i g i n a l  S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  m e th o d  a s  i n d i c a t e d  a b o v e .

I n  t h e s e  s t u d i e s  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  w as  d i s c a r d e d  an d  

f r a c t i o n s  MT, MS a n d  Sg p r e p a r e d  f ro m  t h e  s u p e r n a t a n t .

T h e s e  f r a c t i o n s  w e re  a s s a y e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  and 

t h e  r e s u l t s  f r o m  t h r e e  s e p a r a t e  l i v e r s  a r e  shown i n  T a b le  2 . 3 .  

The a c t i v i t i e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  th e  a c t i v i t y  

o f  t h e  t o t a l  c y t o p l a s m ,  f r a c t i o n  S ^ .  I n  F i g u r e  2 . 3  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  r a t  2 a r e  e x p r e s s e d  3n t h e  fo rm  o f  a  

h i s t o g r a m .

I n  t h e  3 l i v e r s  s t u d i e d  t h e  same g e n e r a l  p a t t e r n  w as 

o b s e r v e d  a s  b e f o r e .  4 5 - 6 0 ^  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

was r e c o v e r e d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n ,  w h i l e  t h e  m i c r o -  

some f r a c t i o n  c o n t a i n e d  20-38/£  o f  t h i s  a c t i v i t y .  O ver 50 fo
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..........,„4

R e c o v e ry 112 103 100 100 100 99 99
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o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was r e c o v e r e d  i n  t h e  

Sg f r a c t i o n  w i t h  v a r i a b l e  am o u n ts  i n  t h e  o t h e r  two f r a c t i o n s .  

G l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was c l e a r l y  c o n c e n t r a t e d  i n  

t h e  m ic ro s o m e  f r a c t i o n  an d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  i n  t h e  m i t o ­

c h o n d r i a l  f r a c t i o n ,  t h e  am ount p r e s e n t  i n  f r a c t i o n  Sg b e i n g  

n e g l i g i b l e .  5 1- N u c l e o t i d a s e  a l s o  a p p e a r e d  t o  be  c o n c e n ­

t r a t e d  I n  f r a c t i o n  MS, w h i l e  f r a c t i o n  Sg h a d  a  h i g h e r  5 1-  

n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  t h a n  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .

The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a c i d  

p h o s p h a t a s e  when a s s a y e d  a t  t h e  t h r e e  pHs was e s s e n t i a l l y  

t h e  sam e .  T h e re  w as a l s o  no e v i d e n c e  t o  i n d i c a t e  a  d i f f e r e n t  

d i s t r i b u t i o n  o f  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  when t h e  a s s a y  was c a r r i e d  

o u t  a t  pH 7 . 2  t h a n  when p e r f o r m e d  a t  pH 1 0 .1 5 .



SECTION I I I .

The A c id  P h o s p h a t a s e s  o f  L i v e r .

The o n l y  m am m alian  a c i d  p h o s p h a t a s e  w h i c h  h a s  b e e n  

p u r i f i e d  to  a n y  g r e a t  e x t e n t  i s  t h a t  o f  t h e  p r o s t a t e  (London 

a n d  H u d s o n ,  1 9 5 3 )  a n d  r e l a t i v e l y  l i t t l e  w o rk  h a s  b e en  done on 

t h e  i n t r a c e l l u l a r  a c i d  p h o s p h a t a s e s .

The e x i s t e n c e  o f  two a c i d  p h o s p h a t a s e s  i n  l i v e r  was 

i n f e r r e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  s t u d i e s  on  c r u d e  l i v e r  e x t r a c t s  

(R o c h e ,  1 9 5 0 )  b u t  t h e  e v i d e n c e  was b y  n o  m eans c o n c l u s i v e .

I t  w as  c o n s i d e r e d  t h e r e f o r e  t h a t  a  m ore  d e t a i l e d  s t u d y  o f  th e  

p r o p e r t i e s  o f  r a t  l i v e r  a c i d  p h o s p h a t a s e  was o f  some im p o r t a n c e .

A b u l - F a d l  a n d  K in g  (1 9 4 9 d )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  

v a r i o u s  m e t a l l i c  i o n s  a n d  a c i d  r a d i c a l s  on t h e  h y d r o l y s i s  o f  

p h e n y l -  a n d  & -  a n d  - g l y c e r o p h o s p h a t e s  b y  c r u d e  e x t r a c t s  o f  

p r o s t a t e  and  e r y t h r o c y t e s  a t  pH 5 . 0 .  Ou i o n s  a t  low  c o n ­

c e n t r a t i o n s  an d  f o r m a ld e h y d e  w e re  fo u n d  t o  i n h i b i t  t h e  e r y t h r o ­

c y t e  enzym e s t r o n g l y  b u t  t o  h a v e  l i t t l e  o r  no e f f e c t  on  t h e  

p r o s t a t i c  en zy m e . F l u o r i d e  a n d  F e ++ i o n s  i n  a c e t a t e  on t h e  

o t h e r  h a n d  w e re  f o u n d  to  c a u s e  a  m a rk e d  i n h i b i t i o n  o f  t h e  

p r o s t a t i c  enzyme b u t  t o  h a v e  l e s s  e f f e c t  on th e  e r y t h r o c y t e  

enzym e. L - t a r t r a t e  i n h i b i t e d  t h e  p r o s t a t e  enzyme a l m o s t  com­

p l e t e l y  w h e r e a s  i t  h a d  l i t t l e  o r  no  e f f e c t  on t h e  r e d  c e l l  

enzym e. T h e se  w o rk e r s  f o u n d  t h a t  human l i v e r  a c i d  p h o s p h a t a s e  

was a l s o  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  b y  t h i s  s u b s t a n c e .  G ordon  (1 9 5 2 )
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s t u d i e d  th e  e f f e c t  o f  some o f  t h e s e  s u b s t a n c e s  on t h e  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  o f  r a t  a d r e n a l  c o r t e x  p r e p a r a t i o n s  a n d  f o u n d  Cu**, 

f o r m a ld e h y d e  a n d  1 3 L - t a r t r a t e  t o  a c t i v a t e  m a r k e d ly  a t  pH 5 . 2  

w h e r e a s  Pe"^", a s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  e r y t h r o c y t e  enzym e, h a d  n o  

e f f e c t .

I n  t h e  p r e s e n t  w o rk  t h e  e f f e c t s  o f  some o f  t h e s e  s u b ­

s t a n c e s  w e re  s t u d i e d  on  th e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  u n f r a c t i o n ­

a t e d  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  o v e r  a  w ide  pH r a n g e  on t h e  a c i d  

s i d e  o f  n e u t r a l i t y  i n  a n  a t t e m p t  t o  o b t a i n  m ore e v i d e n c e  f o r  

t h e  m u l t i p l e  n a t u r e  o f  t h e  enzyme s y s t e m  p r e s e n t .

E f f e c t  o f  V a r i o u s  S u b s t a n c e s  on A c id  P h o s p h a t a s e  A c M v l t y  o f

R a t  L i v e r  H o m o g e n a te s .

I n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i t  was o b s e r v e d  t h a t  t h e  

s h a p e  o f  th e  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o b t a i n e d  u s i n g  sod ium  a c e t a t e -  

a c e t i c  a c i d  b u f f e r  m i x t u r e s  d i f f e r e d  f r o m  t h o s e  o b t a i n e d  when 

v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  w e re  u s e d .  A c c o r d i n g l y  two s e r i e s  o f  

b u f f e r s  c o v e r i n g  t h e  same pH r a n g e  and  h a v i n g  th e  same f i n a l  

i o n i c  s t r e n g t h ,  I  = 0 . 1 7 2 ,  w e re  p r e p a r e d  u s i n g  sod ium  a c e t a t e -  

a c e t i c  a c i d  m i x t u r e s  an d  v e r o n a l - s o d i u m  a c e t a t e - H C l  m i x t u r e s  

r e s p e c t i v e l y . -  The r e s u l t s  o f  a s s a y s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e s e  

b u f f e r  s y s t e m s  w i t h  p h e n y l  p h o s p h a t e ,  cfi -  a^id / ^ - g l y c e r o p h o s ­

p h a t e  a n d  a d e n o s i n e - 3 1- p h o s p h a t e  a r e  shown i n  F i g u r e  3 . 1 .

I n  a l l  c a s e s  h i g h e r  a c t i v i t i e s  a t  t h e  m o s t  a c i d  pHs w e re  o b t a i n e d  

w i t h  t h e  v e r o n a l  b u f f e r s ,  th e  c o n v e r s e  b e i n g  t r u e  w i t h  a c e t a t e
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b u f f e r s .

The e f f e c t  o f  s t o r i n g  h o m o g e n a te s  a t  - 1 5 °  was a l s o  

s t u d i e d  ( F i g u r e  3 . 2 ) .  A l th o u g h  t h e  a c t i v i t y  a t  pHs b e lo w

4 . 0  a p p e a r e d  t o  u n d e r g o  l i t t l e  c h a n g e ,  t h e r e  a p p e a r e d  t o  be  

a  s i g n i f i c a n t  a c t i v a t i o n  a ro u n d  pH 5 . 0 - 5 . 5 .

The e f f e c t s  o f  0 .002M  CuS04 , 0.01M  MgClg an d  DL- 

t a r t r a t e  s o l u t i o n s  o n  t h e  h y d r o l y s i s  o f  p - n i t r o p h e n y l  p h o s ­

p h a t e  b y  h o m o g e n a te s  p r e p a r e d  f r o m  two d i f f e r e n t  r a t  l i v e r s  

a r e  shown i n  F i g u r e  3 . 3 ,  The t a r t r a t e  s o l u t i o n s  w e re  a d j u s t e d  

t o  t h e  r e q u i r e d  pH b e f o r e  a d d in g  t o  t h e  enzyme d i g e s t .  I n  

t h i s  w o rk  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  w ere  u s e d  i n  o r d e r  t h a t  a  

w i d e r  pH r a n g e  m ig h t  b e  c o v e r e d  a l t h o u g h  t h i s  b u f f e r  a p p e a r s  

t o  c a u s e  some i n h i b i t i o n  a t  h i g h e r  pH s. Cu++ i o n s ,  ev en  a t  

t h e  lo w  c o n c e n t r a t i o n  e m p lo y e d ,  c a u s e d  a  v e r y  m ark ed  i n h i b i t i o n  

a t  pHs a b o v e  4 . 0  a l t h o u g h  l i t t l e  c h a n g e  i n  t h e  a c t i v i t y  was 

o b s e r v e d  a t  l o w e r  pH s. T h i s  e f f e c t  was a l s o  o b s e r v e d  w i t h  

o t h e r  s u b s t r a t e s  and  a l s o  when a c e t a t e  b u f f e r s  w e re  em ployed  

i n s t e a d  o f  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r s  ( F i g u r e  3 . 4 ) .  Mg++ i o n s ,  

on th e  o t h e r  h a n d ,  c a u s e d  a  m a rk e d  i n h i b i t i o n  a t  th e  more a c i d  

pHs and d i d  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  t h e  a c t i v i t y  a t  pHs ab o v e  5 . 5 .  

The i n h i b i t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t a r t r a t e  was c o n s i d e r a b l e  

b e lo w  pH 4 . 0 ,  b u t  w as n o t  so  m a rk e d  a t  h i g h e r  pH s, t h i s  s u b s t a n c e  

h a v in g  a  s i m i l a r  e f f e c t  on  t h e  h y d r o l y s i s  o f  p h e n y l  p h o sp h a te , ,  

i n  a c e t a t e  b u f f e r s  ( F i g u r e  3 . 5 ) .  F i g u r e  3 . 6  shows t h e  e f f e c t
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o f  0 .5%  f o r m a l d e h y d e ,  0 .01M  NaP a n d  0.01M  c i t r a t e  on t h e  

h y d r o l y s i s  o f  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a te  b y  r a t  l i v e r  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e .  The g r e a t e s t  d e g r e e  o f  I n h i b i t i o n  w i t h  f o r m a ld e h y d e  

was o b s e r v e d  b e tw e e n  pHs 3 . 4 - 4 . 9  w h e re a s  u s i n g  p h e n y l  p h o s p h a t e  

a s  s u b s t r a t e  a n d  a s s a y i n g  i n  a c e t a t e  b u f f e r s ,  m ark ed  i n h i b i t i o n  

w i t h  f o r m a l d e h y d e  w as o b s e r v e d  a t  a l l  pHs b e lo w  4 . 0  ( F ig u r e  3 . 5 ) 

F l u o r i d e  c a u s e d  c o n s i d e r a b l e  i n h i b i t i o n  a t  a l l  t h e  pHs s t u d i e d .  

Two maxima w e r e  o b s e r v e d  in  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  when t h i s  

i n h i b i t o r  was p r e s e n t ,  one b e tw e e n  pH 3 . 5  an d  4 . 5  a n d  t h e  o t h e r  

a t  pH 5 . 5 .  The e f f e c t  o f  t h i s  s u b s t a n c e  on t h e  enzym ic  h y d r o ­

l y s i s  o f  p h e n y l  p h o s p h a t e  by  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  i n  a c e t a t e  

b u f f e r s  w as  a l s o  s t u d i e d  ( F i g u r e  3 . 5 ) .  A g a in  t h e r e  a p p e a r e d  

t o  b e  c o n s i d e r a b l e  i n h i b i t i o n  o v e r  t h e  e n t i r e  pH r a n g e  s t u d i e d  

a l t h o u g h  t h e  s h a p e  o f  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e  i n h i b i t o r  show ed o n l y  o n e  maximum a t  pH 5 . 5 .  C i t r a t e  i o n s  

c a u s e d  a  m a rk e d  i n h i b i t i o n  a t  pHs b e lo w  4 . 5  b u t  h a d  no  e f f e c t  

on t h e  a c t i v i t y  a t  h i g h e r  p H s . The e f f e c t  o f  s a c c h a r i c  a c i d  

( i n  t h e  fo rm  o f  i t s  1 , 4 - l a c t o n e )  on  t h e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

was a l s o  s t u d i e d  u s i n g  p - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e  

( F i g u r e  3 . 7 ) .  A 1 0 “ 2M s o l u t i o n  o f  p o t a s s i u m  h y d ro g e n  s a c c h a r o -  

1 , 4 - l a c t o n e  w as p r e p a r e d  by d i s s o l v i n g  0 .1 2 4  g ,  p o t a s s iu m  

h y d ro g e n  s a c c h a r a t e  i n  50 m l .  w a t e r  a n d  th e  s o l u t i o n  s lo w ly  

b r o u g h t  t o  th e  b o i l i n g .  The s o l u t i o n  was c o o le d  and t h e  

volume r e a d j u s t e d  t o  50 m l .  The r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r im e n t
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Fig . 5  7
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a r e  shown i n  F i g u r e  3 . 7 .  L i t t l e  a l t e r a t i o n  i n  a c t i v i t y  a t  

a n y  o f  t h e  pHs was o b s e r v e d  w i t h  t h e  0 .0001M  s o l u t i o n .  The 

a c t i v a t i o n  shown a t  th e  h i g h e r  pHs i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 .001M  

s a c c h a r o - l a c t o n e  may h a v e  b e e n  d u e  t o  i n a d e q u a t e  pH c o n t r o l .

E x p e r i m e n t s  w e re  c a r r i e d  o u t ,  t h e  r e s u l t s  o f  w h ic h  

i n d i c a t e d  t h a t  n o n e  o f  t h e  a b o v e  s y s t e m s  i n t e r f e r e d  w i t h  th e  

m e th o d  o f  e s t i m a t i o n  o f  p - n i t r o p h e n o l .  A s e r i e s  o f  t u b e s  was 

s e t  u p  c o n t a i n i n g

0 . 5  m l .  b u f f e r  a t  pHs
0 . 1  m l .  o f  t e s t  s u b s t a n c e  a t  10  t i m e s  i t s  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  
0 . 1  m l .  o f  a  s o l u t i o n  o f  p - n i t r o p h e n o l  
0 . 3  m l .  w a t e r .

The t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  15 m i n u t e s  a t  3 8 °  a n d  t h e  p -  

n i t r o p h e n o l  w as  e s t i m a t e d  b y  t h e  m e th o d  u s e d  i n  t h e  enzym e 

a s s a y .  The r e c o v e r y  o f  p - n i t r o p h e n o l  was 9 8 $  -  1 0 2 $ .

0.01M  NaCN was f o u n d  t o  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  p h e n y l  p h o s p h a t e  b y  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  i n  

a c e t a t e  b u f f e r s  ( F i g u r e  3 . 5 ) .

The e f f e c t  o f  Zn4'4' and  Ba"1"1" i o n s  on r a t  l i v e r  a c e t a t e  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w as  s t u d i e d  u s i n g  p h e n y l  p h o s p h a t e  a s  s u b ­

s t r a t e  a t  pHs 3 . 5 ,  5 .5 5  i n  a c e t a t e  b u f f e r s  a n d  a t  pH 6 . 5  u s i n g  

a  v e r o n a l - a c e t a t e  b u f f e r .  I n  t h i s  c a s e  t h e  l i b e r a t e d  F 0 ^ ,f ’ 

was m e a s u r e d  t o  a v o i d  an y  i n t e r f e r e n c e  d u e  t o  t h e  m e t a l  i o n s  

w i t h  t h e  m e th o d  o f  e s t i m a t i n g  p h e n o l .  The r e s u l t s  a r e  s u m m a r is e d  

i n  F i g u r e  3 . 8  an d  i t  i s  s e e n  t h a t  Zn++ i o n s  i n h i b i t e d  a t  a l l  

pHs w h e r e a s  Ba++ i o n s  w e re  shown t o  c a u s e  a  s l i g h t  a c t i v a t i o n
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a t  t h e  tw o  h i g h e r  pH l e v e l s .

The r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  w o u ld  a p p e a r  t o  i n d i c a t e  

t h e  p r e s e n c e  i n  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  o f  a t  l e a s t  two a c i d  

p h o s p h a t a s e s ,  o n e  o f  w h ic h  w as o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  pHs 3 . 5 -

4 . 0  an d  s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  b y  Mg+ + , t a r t r a t e  and  c i t r a t e ,  

a n d  a n o t h e r  o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  pH 5 . 0 - 5 . 5  an d  was s p e c i f i c a l l y  

i n h i b i t e d  b y  v e r o n a l  and  Cu++ i o n s .

S t u d i e s  on t h e  F r a c t i o n a t i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  o f  t h e  A c id  

P h o s p h a t a s e s  o f  R at L i v e r .

The p r e c e d i n g  s t u d i e s  h a v e  p o i n t e d  to  t h e  e x i s t e n c e  

o f  two a c i d  p h o s p h a t a s e s  i n  r a t  l i v e r .  T h e s e  r e s u l t s  may 

h o w e v e r  be  i n f l u e n c e d  b y  t h e  b i n d i n g  o f  many o f  t h e  s u b s t a n c e s  

t e s t e d  b y  o t h e r  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e  h o m o g e n a te  w h ic h  

m ig h t  v a r y  w i t h  pH a n d  c a u s e  a l t e r a t i o n s  i n  a c t i v i t y  d u e  to  

e n t i r e l y  n o n - s p e c i f i c  e f f e c t s .

A t t e m p t s  w e re  made t h e r e f o r e  t o  f r a c t i o n a t e  a n d  p u r i f y  

t h e s e  a c i d  p h o s p h a t a s e s  i n  o r d e r  t o  e x a m in e  t h e i r  p r o p e r t i e s  

i n  a  m ore  p u r i f i e d  f o r m .

I n  1950  E . J .  Cohn, ejb a l . p u b l i s h e d  a  m e th o d  f o r  t h e  

s e p a r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  c o m p o n e n ts  o f  human p la s m a  u t i l i s ­

i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  w i t h  d i v a l e n t  

c a t i o n s  i n  p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t s  a n d  t h i s  m e th o d  h a s  

b e e n  f u r t h e r  a d a p t e d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  l i v e r  p r o t e i n s  

(C ohn, S u r g e n o r  a n d  H u n t e r ,  1 9 5 1 ) .  I n  v ie w  o f  t h e  f a i l u r e



o f  p r e v i o u s  w o r k e r s  t o  a c h i e v e  a n y  f r a c t i o n a t i o n  by  t h e  m ore 

c o n v e n t i o n a l  m e th o d s  o f  s a l t i n g  o u t  by  n e u t r a l  s a l t s  a n d  

p r e c i p i t a t i o n  by  o r g a n i c  s o l v e n t s  i t  w as  d e c i d e d  i n  t h e  

p r e s e n t  w ork  to  i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b i l i t i e s  o f  u s i n g  

m e t a l l o - p r o t e i n  c o m p le x e s .

L ondon  a n d  H udson  (1 9 5 3 )  c l a i m e d  a  1 0 0 0 - f o l d  p u r i f i c a ­

t i o n  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  o f  human p r o s t a t e  a n d  t h e  i n i t i a l  

s t e p s  o f  t h e i r  m e th o d  w e re  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o r k .

P r e p a r a t i o n  o f  enzyme i n  s o l u b l e  f o r m .

A l l  p h o s p h a t a s e  a s s a y s  w ere  c a r r i e d  o u t  i n  0.2M 

a c e t a t e  b u f f e r ,  e m p lo y in g  0 .005M  p h e n y l  p h o s p h a t e  a s  s u b ­

s t r a t e .  91 g .  l i v e r  o b t a i n e d  f ro m  11 r a t s  w e re  h o m o g e n is e d  

i n  a  W ar in g  B le n d o r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  300  m l .  o f  0.2M 

a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 . 0  f o r  24  h o u r s  a t  0 ° ,  y i e l d i n g ,  a f t e r  

c e n t r i f u g a t i o n ,  290 m l .  o f  a  r e d  o p a l e s c e n t  s o l u t i o n  c o n t a i n ­

i n g  a b o u t  4 0 $  o f  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  ( T a b le  3 . 1 ) .  T h i s  

s o l u t i o n  (A) was d i a l y s e d  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  0 °  f o r  

21  h o u r s  d u r i n g  w h ic h  t i m e  a  p r e c i p i t a t e  s e t t l e d  l e a v i n g  a  

c l e a r ,  b row n  s u p e r n a t a n t  ( s o l u t i o n  B ) . The p r e c i p i t a t e  and  

s u p e r n a t a n t  w e re  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g i n g  a t  0 ° .  A f u r t h e r  

l o s s  i n  a c t i v i t y  w as  fo u n d  o n  d i a l y s i s  a n d  t h e  l o s s  i n  

a c t i v i t y  d i d  n o t  j u s t i f y  t h i s  s t e p .



P r e c i p i t a t i o n  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w i t h  (NH^)qSO^ .

M ost o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r ­

n a t a n t  a f t e r  d i a l y s i s  was p r e c i p i t a t e d  "by t h e  a d d i t i o n  o f  

ammonium s u l p h a t e  t o  75% s a t u r a t i o n  a n d  e q u i l i b r a t i o n  a t  0 °  

f o r  8 h o u r s .  The p r e c i p i t a t e  w as s e p a r a t e d  by c e n t r i f u g a ­

t i o n  a t  0 ° ,  d i s s o l v e d  i n  a b o u t  50 m l .  d i s t i l l e d  w a t e r  an d  

d i a l y s e d  f o r  14 h o u r s  a g a i n s t  2 1 .  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  0 ° .

A p r e c i p i t a t e  w h ic h  f o r m e d  w as re m o v ed  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  

0 °  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  ( s o l u t i o n  C) was f o u n d  t o  c o n t a i n  a l l  

t h e  a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  s o l u t i o n  B.

P r e c i p i t a t i o n  o f  en zy m ic  a c t i v i t y  b y  a c e t o n e  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  Q.02M z i n c  a c e t a t e .

To 1 m l .  s a m p le s  o f  enzyme s o l u t i o n  ( i n  t h e  p r e l i m i n ­

a r y  s t a g e s  t h e  d i a l y s e d  e x t r a c t  was u s e d )  w e re  a d d e d  1 m l .  

0 .12M  z i n c  a c e t a t e  s o l u t i o n  v a r y i n g  am o u n ts  o f  8 0 % a c e t o n e  

a n d  w a t e r  t o  6 m l .  A l l  m a n i p u l a t i o n s  w e re  c a r r i e d  o u t  i n  

a n  i c e - s a l t  b a t h  a t  - 5  t o  - 7 °  a n d  t h e  80% a c e t o n e ,  w h ic h  w as  

i n t r o d u c e d  s l o w l y ,  w as p r e c o o l e d  t o  - 1 0 ° ,  The m i x t u r e s  w ere  

a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  a t  - 7 °  f o r  15  m i n u t e s  a n d  c e n t r i f u g e d  

a t  3 0 0 0  r . p . m . '  f o r  15  m i n u t e s  a t  - 7 ° .  The s u p e r n a t a n t s  

w e re  rem oved  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e s  f r e e d  f r o m  a c e t o n e  u n d e r  

v a c u o . The p r e c i p i t a t e s  w ere  s u s p e n d e d  i n  w a t e r ,  d i l u t e d  t o  

10 m l .  a n d  a s s a y e d  f o r  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a t  pH 5 . 3 .  The 

a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  p r e c i p i t a t e  i s  shown i n
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F i g u r e  3 . 9  -  c u r v e  A. The low  a c t i v i t i e s  r e c o v e r e d  w e re  

r a t h e r  d i s a p p o i n t i n g  a n d  i t  w as c o n s i d e r e d  t h a t  a  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  m i g h t  b e  Zn i o n  i n h i b i t i o n  ( F i g u r e  3 . 8 ) .  I n  

l a t e r  e x p e r i m e n t s  t h e r e f o r e  t h e  p r e c i p i t a t e s  w e re  s u s p e n d e d  

i n  4 m l .  0 .1M  c i t r a t e  b u f f e r  a t  pH 5 . 0  ( a s  s u g g e s t e d  by  

C ohn, e t  a l . , 1 9 5 0 ) ,  d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a t  0 ° ,  d i l u t e d  t o  

10 m l .  a n d  c e n t r i f u g e d .  The s u p e r n a t a n t s  w e re  a s s a y e d  f o r  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  shown i n  F i g u r e  3 . 9  

-  c u r v e  B. 63/^ o f  th e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  was p r e c i p i t a t e d  

a t  5 3 ^  a c e t o n e .

T h i s  e x p e r i m e n t  was r e p e a t e d  on s o l u t i o n  C and  i n  

t h i s  c a s e  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  p r e c i p i t a t e s  was e s t i ­

m a te d  b y  t h e  m e th o d  o f  L ow ry , R o s e b r o u g h ,  F a r r  a n d  R a n d a l l  

( 1 9 5 1 ) .  The r e s u l t s  a r e  shown i n  F i g u r e  3 . 1 0 .  A s s a y s  w ere  

c a r r i e d  o u t  a t  pHs 3 . 8  a n d  5 . 3 .  I t  was a p p a r e n t  t h a t  a t  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a c e t o n e  o f  a b o v e  4 0 /<j c o n s i d e r a b l e  i n a c t i v a ­

t i o n  o c c u r r e d .  From t h e s e  r e s u l t s  i t  was d e c i d e d  t o  

f r a c t i o n a t e  t h e  m a in  b u l k  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  b e tw e e n  15 and  

4 0 $  a c e t o n e  a t  a  Zn++ i o n  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .015M . 0 .2 1 8  g .

z i n c  a c e t a t e  d i h y d r a t e  was a d d e d  to  50 m l .  s o l u t i o n  G a n d  

t h e  i n a c t i v e  p r e c i p i t a t e  rem o v ed  a t  0 ° .  The s o l u t i o n  w as 

c o o l e d  t o  - 7°  a n d  80$  a c e t o n e  a t  - 1 0 °  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  15$>. A f t e r  e q u i l i b r a t i o n  a t  - 7 °  f o r  15 m i n u t e s  

t h e  p r e c i p i t a t e  was rem o v ed  a t  - 7 ° ,  d i s s o l v e d  i n  8 m l .  0.1M
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c i t r a t e  b u f f e r  pH 4 . 7  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  1 1 .  d i s t i l l e d  

w a t e r  o v e r n i g h t  a t  0 °  ( s o l u t i o n  D ) . The s u p e r n a t a n t  was 

f u r t h e r  p r e c i p i t a t e d  a t  - 7 °  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  Zn4'* i o n s  

a n d  80% a c e t o n e  t o  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 .015M  a n d  40% 

r e s p e c t i v e l y .  A f t e r  e q u i l i b r a t i o n  f o r  15 m i n u t e s  a t - J 7 °  t h e  

p r e c i p i t a t e  w as  r e m o v e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  and  t r e a t e d  a s  f o r  

t h e  15% a c e t o n e  p r e c i p i t a t e  ( s o l u t i o n  E ) .

The p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  a r e  

shown i n  F i g u r e  3 . 1 1 ,  a c t i v i t i e s  b e i n g  e x p r e s s e d  a s  u n i t s / m g .  

N. S o l u t i o n  D, t h e  15% a c e t o n e  p r e c i p i t a t e ,  showed maximum 

a c t i v i t y  a t  pH 5 . 6  a n d  t h e  s h a p e  o f  t h e  c u r v e  s u g g e s t e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  a n o t h e r  enzyme a c t i n g  o p t i m a l l y  a t  a  much lo w e r  

pH. A s i n g l e  p e a k  o f  a c t i v i t y  was o b s e r v e d  a t  pH 4 . 4  i n  

t h e  c a s e  o f  s o l u t i o n  E w h ic h  was t h e  f r a c t i o n  p r e c i p i t a t e d  

b e tw e e n  15-40%  a c e t o n e ' .  The p H - a c t i v i t y  c u r v e  o f  s o l u t i o n  D 

was v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  o r i g i n a l  s o l u t i o n .  From  

t h e s e  r e s u l t s  i t  a p p e a r e d  l i k e l y  t h a t  two enzym es w e re  i n d e e d  

p r e s e n t  i n  t h e  o r i g i n a l  s o l u t i o n  and  t h a t  s o l u t i o n  E c o n t a i n e d  

a  l a r g e r  am ount o f  t h e  enzyme o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  a  l o w e r  pH.

Q u a n t i t a t i v e  d e t a i l s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  

a r e  shown i n  T a b le  3 . 1 .

S o l u t i o n  E a s s a y e d  a t  e i t h e r  pH 3 . 8  o r  5 . 3  show ed a n  

8 - f o l d  i n c r e a s e  i n  p u r i t y  o v e r  t h e  o r i g i n a l ,  w h e r e a s  t h e  

a c t i v i t y  o f  s o l u t i o n  E ,  a s s a y e d  a t  pH 4 . 4  show ed  a  p u r i t y



o f  1 3 . 8  t i m e s  t h a t  o f  t h e  o r i g i n a l .

One p o i n t  o f  i n t e r e s t  a r o s e  d u r i n g  t h i s  w o rk .  The 

m e th o d  o f  L o w ry ,  R o s e b r o u g h ,  P a r r  a n d  R a n d a l l  (1 9 5 1 )  f o r  

p r o t e i n  e s t i m a t i o n s  u s i n g  eg g  a lb u m in  a s  s t a n d a r d  w as  a d o p t e d  

a t  f i r s t  s i n c e  i t  w as  c l a i m e d  t o  b e  m ore  r a p i d  a n d  m uch  m o re  

s e n s i t i v e  t h a n  m e th o d s  b a s e d  on  n i t r o g e n  d e t e r m i n a t i o n s .  The 

p r o t e i n  n i t r o g e n  c o n t e n t  o f  t h e  o r i g i n a l b o m o g e n a t e  and  

s o l u t i o n s  D a n d  E w e re  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e th o d  o f  Ma a n d  

g u a z a g a  (1 9 4 2 )  a s  a  c o n t r o l  o n  t h i s  m e th o d  an d  t h e r e  was 

f o u n d  t o  b e  n o  c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  t h e  two t e c h n i q u e s  a s  shown 

i n  t h e  f o l l o w i n g  t a b l e :

S o l u t i o n
mg. p r o  t e  i n / m l . 

M ethod  I

m g . p r o t e i n / m l .  

M ethod  I I
R a t i o

V n

O r i g i n a l 1 . 7 5 0 .8 2 2 . 1 6

B 8 .6 2 4 . 0 0 2 . 1 5

E 3 . 2 8 2 . 3 1 0 1 .4 2

I  s  N E s t i m a t i o n  
I I  = C o l o r i m e t r i c  E s t i m a t i o n .

The a b s o l u t e  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  t h e  c o l o r i m e t r i c  m e th o d  a r e

a l s o  m uch l o w e r  th a n  t h o s e  o b t a i n e d  b y  N d e t e r m i n a t i o n .
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A p p l i c a t i o n  o f  E l e c t r o p h o r e s i s  t o  P h o s p h a t a s e  F r a c t i o n a t i o n .

F i g u r e  3 . 1 2  (A) show s t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  

t h e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  s o l u t i o n  

E a s  d e t e r m i n e d  b y  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  a c e t a t e  b u f f e r  

pH 4 . 5 ,  I  = 0 . 0 2  w i t h  a s s a y  f o r  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a t  

pH 4 . 4 .  The s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  p e a k  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

and  p r o t e i n  a t  t h e  o r i g i n  i s  d i f f i c u l t  t o  i n t e r p r e t  s i n c e  i t  

w as a p p a r e n t  ( F i g u r e  3 . 1 2 . B )  t h a t  a  f r a c t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  

was s t r o n g l y  a d s o r b e d  a t  t h e  o r i g i n .  N e v e r t h e l e s s  a  p e a k  

o f  v e r y  h i g h  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was s e e n  t o  be a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  f a s t e s t  m o v in g  p r o t e i n  c o m p o n e n t .  I n  a  r e p e a t  o f  

t h e  e x p e r i m e n t  w i t h  p h o s p h a t a s e ,  a s s a y s  a t  pHs 3 . 5  a n d  5 . 6  two 

p e a k s  o f  a c t i v i t y  w e re  a g a i n  o b t a i n e d ,  one  o f  w h ich  was a g a i n  

a s s o c i a t e d  w i t h  p r o t e i n  a t  th e  o r i g i n  ( F i g u r e  3 . 1 3 ) .  The 

l e a d i n g  p e a k  o f  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was m uch  m ore p ro n o u n c e d  

when t h e  s t r i p s  w ere  a s s a y e d  a t  pH 3 . 5  t h a n  a t  pH 5 . 6 .

The f a c t  t h a t  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  th e  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l e a d i n g  p r o t e i n  com ponen t 

s u g g e s t e d  t h a t  i t  m i g h t  b e  p o s s i b l e  t o  s e p a r a t e  a  p r o t e i n  

f r a c t i o n ,  r i c h  i n  a c i d  p h o s p h a t a s e ,  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  

t h e  T i s e l i u s  a p p a r a t u s .

S o l u t i o n  E was f r e e z e - d r i e d  and  t h e  s o l i d  r e s i d u e  

d i s s o l v e d  i n  5 m l .  o f  a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 4 . 2 5 ,  I  = 0 . 0 2 .

The s o l u t i o n  w as d i a l y s e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  t h e  b u f f e r  a n d
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t h e  s m a l l  p r e c i p i t a t e  w h ic h  fo rm e d  was re m o v e d .  F i g u r e  3 .1 4  

show s t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  s e e n .  Owing t o  t h e  low  

i o n i c  s t r e n g t h  a  l a r g e  b o u n d a r y  a n o m a ly  was o b t a i n e d .  The 

p r o t e i n  f r a c t i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  th e  l e a d i n g  b o u n d a r y ,  t h e  

s l o w e r  m o v in g  c o m p o n e n ts  and  t h e  "m a in "  p r o t e i n  f r a c t i o n  

w e re  s e p a r a t e d  a n d  c o l l e c t e d  a t  th e  c o m p le t io n  o f  t h e  r u n .

p H - a c t i v i t y  c u r v e s  w ere  d e t e r m i n e d  f o r  t h e s e  t h r e e  

f r a c t i o n s  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  shown i n  F i g u r e  3 . 1 5 .  A 

s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s h a p e  o f  t h e  t h r e e  c u r v e s  was 

f o u n d .  The f a s t  f r a c t i o n  show ed a  w e l l - d e f i n e d  optim um  a t  

pH 4 , 1  w i t h  a  s e c o n d a r y  p e a k  o f  a c t i v i t y  a t  pH 5 . 0 .  The 

s l o w e r  m o v in g  f r a c t i o n  show ed a  b r o a d  maximum o f  a c t i v i t y  

b e tw e e n  pHs 4 . 4  a n d  5 . 0 .  I t  i s  c o n c lu d e d  f ro m  t h e  d a t a  t h a t  

a  p h o s p h a t a s e  w i t h  o p t i m a l  a c t i v i t y  a t  a r o u n d  pH 4 . 0  i s  c o n ­

c e n t r a t e d  l a r g e l y  i n  t h e  f a s t e r  m o v in g  f r a c t i o n ,  w h e re a s  

a n o t h e r  en zy m e , o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  a b o u t  pH 5 . 0 ,  a p p e a r e d  t o  

b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s lo w e r  m oving  f r a c t i o n .  The fo rm  o f  

t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  o f  t h e  m a in  f r a c t i o n  a p p e a r e d  t o  be a  

su m m a tio n  o f  t h e  c u r v e s  o f  th e  o t h e r  two f r a c t i o n s .  The 

a c t i v i t y  o f  t h e  f a s t  f r a c t i o n  a s s a y e d  a t  pH 4 . 1  was 3 ,6 8 0  

u n i t s / m g ,  p r o t e i n ,  w h ic h  r e p r e s e n t s  a  1 4 . 3 - f o l d  p u r i f i c a t i o n  

o v e r  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l .

The en zy m ic  a c t i v i t y  a p p e a r e d  t o  be  v e r y  u n s t a b l e  i n  

t h e s e  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  s i n c e  t h e y  l o s t  a l l  a c t i v i t y  on 

s t o r i n g  o v e r n i g h t  a t  - 1 5 ° .



yy.

SECTION IV .

The A lk a l in e  P h o sp h a ta ses  o f  Rat L iv e r .

E v id e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  tw o i n t r a c e l l u l a r  

a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e s  w h ic h  d i f f e r e d  i n  t h e i r  s e n s i t i v i t y  

to w a rd s  Mg++ a n d  GN~ io n s  w as f i r s t  a d v a n c e d  h y  C lo e te n s  

(1 9 3 9 a  & b ) ,  who c la im e d  a  s e p a r a t i o n  o f  th e  tw o t y p e s  i n  

l i v e r  t i s s u e .  P rom  a n  e x a m in a t io n  o f  th e  p H - a c t i v i t y  c u r v e ,  

Mg** s e n s i t i v i t y  a n d  CN“ i n h i b i t i o n  o f  th e  l i v e r  a l k a l i n e  

p h o s p h a ta s e  o f  r a t s  w h ich  h a d  b e e n  k e p t  on a  p r o t e i n  d e f i c i e n t  

d i e t ,  R o s e n t h a l ,  F a h l  a n d  V a rs  (1 9 5 2 ) cam e to  a  s i m i l a r  c o n ­

c l u s i o n .

G i r i ,  P r a s a d ,  G o u r i  D evi a n d  S r i  Ram (1 9 5 2 ) c la im e d  

a  s e p a r a t i o n  o f  tw o  k id n e y  a l k a l i n e  p h o sp h a ta se s  by  p a p e r  

c h r o m a to g r a p h y ,  b u t  L evy  a n d  M az ia  (1 9 5 3 ) s u b m it te d  a  p u r i f i e d  

p r e p a r a t i o n  o f  k id n e y  a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  t o  e l e c t r o p h o r e s i s  

on f i l t e r  p a p e r  a n d  f a i l e d  t o  f i n d  e v id e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  

o f  m ore t h a n  one en zy m e .

I n  t h e  p r e s e n t  w o rk  e v id e n c e  w as o b ta in e d  w h ic h  

s u g g e s t e d  t h a t  a  c o n s i d e r a b l e  p r o p o r t i o n  o f  r a t  l i v e r  a l k a l i n e  

p h o s p h a ta s e  w as c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n .

N o v ik o f f  (1 9 5 2 ) d e m o n s t r a t e d  t h a t  th e  a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  

a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  i n c r e a s e d  to  a  much g r e a t e r  

e x t e n t  th a n  d i d  t h a t  o f  a n y  o t h e r  c e l l  f r a c t i o n  in  t h e  p r o ­

c e s s e s  o f  r e g e n e r a t i o n  f o l l o w i n g  p a r t i a l  h e p a te c to m y . An



F ,g . 4. /.

- A c tC v C L y  C u r v e s  O f N u c l e a r  A n d  CytopXastnu. / v * a c t  io / J S
Oo

'OIM Mg”  P resen t

SO

/oo

7-5

«W W £
A c -r iv /r y

S o

cyroPL/tbMtc

/



invest;igation. of some of the properties of nuclear and. cyto­
plasmic alkaline phosphatase activity was therefore under­
taken in order to examine the possibility that the enzymes 
in the two fractions were different and also to determine if 
any differences observed could substantiate previous claims 
for the existence of two enzymes. Fractionation studies of 
extracts of whole tissue were also carried out in a study 
of the nature of the enzymic activity.

P r o p e r t i e s  o f  N u c le a r  an d  C y to p la s m ic  E n zym es.

N u c le a r  and  c y to p la s m ic  f r a c t i o n s  o f  r a t  l i v e r  w e re  

p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  Hogeboom, S c h n e id e r  an d  

S t r i e b i c h  ( 1 9 5 2 ) ,  t h e  f i n a l  s u c r o s e  an d  C aC l2 c o n c e n t r a t i o n s  

b e i n g  m ade t h e  sam e in  b o t h  s a m p le s .

1 ) .  The e f f e c t  o f  pH a n d  Mg** i o n  c o n c e n t r a t i o n .

p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o f  t h e s e  n u c l e a r  and  c y to p la s m ic  

f r a c t i o n s  w e re  d e te r m in e d  u s i n g  (3 - g ly c e r o p h o s p h a te  a n d  th e  

r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F ig u r e  4 .1  a lo n g  w i th  th e  e f f e c t  o f  

Q.01M Mg** i o n s .  Two v e r y  m a rk e d  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  th e  

c u r v e s  w e re  o b s e r v e d .  F i r s t l y  t h e  r a t i o  o f  th e  a c t i v i t y  a t  

pH 1 0 .0 5  t o  t h a t  a t  pH 8 ,3 0  w as m uch g r e a t e r  i n  t h e  c a s e  o f  

t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  th a n  i t  w as w i th  th e  c y to p la s m ic  f r a c t i o n .  

S e c o n d ly ,  w h i l e  Mg++ io n s  a p p e a re d  to  a c t i v a t e  t o  a  s i m i l a r  

e x t e n t  a t  a l l  pHs w i th  th e  n u c l e a r  f r a c t i o n ,  th e  a c t i v a t i o n
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produced by this ion with the cytoplasmic fraction was much, 
greater at lower pHs than at pHs 10,05 and over. Prom 
these curves it appeared that while only one phosphatase was 
present in the nucleus, there was some evidence to suggest 
the presence of two enzymes in the cytoplasm.
2). The effect of substrate concentration.

The effect of variation of the substrate concentration 
( ^-glycerophosphate) on the nuclear phosphatase activity 
assayed at pH 10.05 and in the cytoplasmic fractions assayed 
at pHs 9.22 and 10.05 is shown in Figure 4.2. The curves 
obtained for the nuclear fraction and the cytoplasmic 
fraction assayed at pH 10.05 were very similar, whereas that 
obtained in the case of the cytoplasmic activity assayed at 
pH 9.22 is of an entirely different character. In all three 
curves it was found that a substrate concentration of 0.02M 
produced almost maximum activity. The results were analysed 
according to the method of Lineweaver and Burk (1934) and 
from these curves (Figure 4k3) the following values of Kg 
were obtained:-

Fraction
pH of 
Assay K3

Nuclear 10.05 5.63 X 10“3
sCytoplasmic 10.05 8.9 x 10“3
Cytoplasmic 9.22 2.04 x 10~3



100.

3 ) .  The a c t i v a t i o n  e n e r g i e s  o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  

a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  an d  c y to p la s m ic  f r a c t i o n s .

Arrhenius in 1889 studied the relationship between 
the rate of a chemical reaction and the temperature at which 
the reaction occurs. He found that the data in most cases 
fitted the relationship

fo— = - A  -------- (1) where k = reaction ratedT r t 2
T = absolute tem­

perature
R = gas constant
A = constant

From theoretical considerations based on statistical 
mechanics this relationship has been derived in a more 
exact form:-

d - _JL —  ( 2 )  where E = energy of
dT RT2 activation of

the molecules.
Equation (2) on integration yields

log k = E (i- + constant) —  (3)
2.303R

The energy of activation can thus be determined by 
plotting the logarithm of the reaction rate against the re­
ciprocal of the absolute temperature. The slope of this 
line multiplied by 4.58 gives the value of E in calories per 
mole.



I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  th e  e m p i r i c a l  r e l a t i o n ­

s h i p  o f  A r r h e n i u s  can  be  a p p l i e d  t o  en zy m ic  r e a c t i o n s  a n d  

S i z e r  (1 9 4 3 )  d i s c u s s e d  i t s  a p p l i c a t i o n  in  g r e a t e r  d e t a i l ,

The v a lu e  o f  t h e  a c t i v a t i o n  e n e r g y  i s  a  c o n s t a n t  f o r  a  g iv e n

enzym e an d  i s  in d e p e n d e n t  o f  t h e  d e g re e  o f  p u r i t y  o f  th e

enzym e ( S i z e r ,  1 9 4 3 ; S m ith ,  1 9 5 2 ) .

A s s a y s  w e re  c a r r i e d  o u t  u s i n g  - g ly c e r o p h o s p h a te  a s

s u b s t r a t e  a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  Q.02M t o  e n s u r e  o p t im a l  

a c t i v i t y ,  a t  pHs 9 .2 2  a n d  1 0 .0 5  i n  th e  c a s e  o f  t h e  c y t o ­

p la s m ic  f r a c t i o n s  an d  a t  pH 1 0 .0 5  i n  t h e  c a s e  o f  th e  n u c l e a r  

f r a c t i o n  a n d  a t  7 . 5 ° ,  2 2 . 5 ° ,  2 6 .6 ° ,  3 2 .5 °  an d  3 6 .8 ° .  A re -  

g r e s s i o n  l i n e  o f  l o g  k  a g a i n s t  V ip w as c a l c u l a t e d  s t a t i s t i c a l l y  

f o r  t h e  t h r e e  s e r i e s  o f  a s s a y s  a n d  t h e  g r a d i e n t  o f  t h i s  l i n e  

w as u s e d  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  th e  a c t i v a t i o n  e n e r g i e s .  The 

f o l l o w i n g  v a l u e s  o f  t h e  a c t i v a t i o n  e n e r g i e s  w ere  fo u n d s -

F r a c t i o n
pH o f  
A ssa y

A c t i v a t i o n  E n e rg y  
G a ls  . /m o le

N u c le a r 1 0 .0 5 8 ,7 6 0

C y to p la s m ic 1 0 .0 5 7 ,5 4 0

C y to p la s m ic 9 .2 2 9 ,9 0 0

The difference between the gradients of the two lines obtained 
with the cytoplasmic fraction was on the border-line of 
significance at the 5% level, but there was a considerable 
scatter in the case of the nuclear fraction and no conclusions
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w i l l  be  d ra w n  f ro m  t h i s  r e s u l t .

F i g u r e  4 . 4  show s th e  c u r v e s  o b t a in e d  b y  11 f i t  t i n g  b y  

e y e 11 a n d  i t  i s  o b v io u s  t h a t  n o  g r e a t  d e v i a t i o n s  a r e  p r e s e n t .  

The g r a d i e n t s  o f  t h e s e  l i n e s  a r e  1695 f o r  t h e  c y to p la s m ic  

f r a c t i o n  a t  pH 1 0 .0 5  a n d  2 2 1 0  f o r  t h e  c y to p la s m ic  f r a c t i o n  

a t  pH 9 . 2 2 ,  f i g u r e s  w h ic h  co m p are  v e r y  f a v o u r a b ly  w i t h  th e  

v a l u e s  o b t a i n e d  b y  th e  s t a t i s t i c a l  m e th o d  w h ich  w ere  1648 

a n d  2 1 6 1  r e s p e c t i v e l y .  Owing t o  t h e  w ide s c a t t e r  i t  w as 

fo u n d  t o  b e  v e ry  d i f f i c u l t  t o  f i t  a  l i n e  t o  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  e x p e r im e n t  w i th  th e  n u c l e a r  f r a c t i o n .  The r e l a t i v e l y  low 

s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  th e  two 

c y to p la s m ic  f i g u r e s  i s  l a r g e l y  due  t o  t h e  s m a l l  num ber o f  

r e s u l t s .

4 ) .  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  i n  

n u c l e a r  an d  c y to p la s m ic  f r a c t i o n s  o f  r e g e n e r a t i n g  l i v e r .

R a t s  w e re  p a r t i a l l y  h e p a te c to m is e d  b y  th e  m e th o d  o f  

H ig g in s  a n d  A n d e rs o n  (1 9 3 1 ) and  s a c r i f i c e d  th r e e  d a y s  a f t e r  

t h e  o p e r a t i o n .  N u c le a r  a n d  c y to p la s m ic  f r a c t i o n s  w ere p r e ­

p a r e d  a s  a b o v e  and  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  d e te r m in e d  on b o th  

f r a c t i o n s .  A lth o u g h  t h e  p u rp o s e  o f  t h i s  s tu d y  was t o  i n v e s t i ­

g a t e  a n y  q u a l i t a t i v e  d i f f e r e n c e  w h ich  m ig h t  h a v e  a r i s e n ,  t h e r e  

w as rio e v id e n c e  o f  an y  g r e a t  g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  a s  

h a d  b e e n  fo u n d  p r e v i o u s l y  (G o o d la d , M i l l s  an d  S m ith , 1951) 

an d  t h e  5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  o f  th e  n u c l e a r  f r a c t i o n  

fo u n d  b y  N o v ik o f f  (1 9 5 2 ) w as n o t  o b s e r v e d .
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T h e  r e s u l t s  a r e  show n i n  F ig u r e  4 .5  a n d  once a g a in  

th e y  s u g g e s t  t h e  p r e s e n c e  o f  tw o enzym es i n  t h e  c y to p la s m ic  

f r a c t i o n  d i f f e r i n g  i n  t h e i r  s e n s i t i v i t y  to w a rd s  Mg++ i o n s ,  

w h i le  t h e r e  a p p e a r e d  to  be o n ly  one enzym e i n  t h e  n u c l e a r  

f r a c t i o n .

Studies on the Purification of Alkaline Phosphatase.
85  g .  l i v e r  f ro m  7 m ale  r a t s  w e re  h o m o g e n ised  in  an  

e q u a l  vo lu m e o f  w a te r  i n  a  H e lc o  b l e n d o r .  An e q u a l  volum e 

o f  2 5 $  a c e t o n e  c o n t a i n i n g  10$  o f  a  m ix tu r e  o f  e q u a l  p a r t s  

o f  t o l u e n e  a n d  e t h y l  a c e t a t e  was a d d e d  an d  th e  w hole  a l lo w e d  

t o  a u t o l y s e  a t  room  t e m p e r a t u r e  f o r  tw o d a y s . The p r e c i p i ­

t a t e  w as c e n t r i f u g e d  a n d  d i s c a r d e d .  8 0 $  a c e t o n e ,  p r e ­

c o o le d  t o  - 1 0 ° ,  w as a d d e d  to  th e  s u p e r n a t a n t  w h ic h  h a d  b een  

c o o le d  i n  a n  i c e - b a t h  t o  - 5 °  t o  g iv e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f  a c e t o n e  o f  6 0 $ . The m ix tu r e  was k e p t  a t  - 5 °  f o r  15 

m in u te s ,  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e .  The p r e ­

c i p i t a t e  w as w a sh e d  tw ic e  w i th  a c e to n e  a n d  a l lo w e d  to  d ry  

i n  a  vacuum  d e s i c c a t o r ,  100 m g. o f  th e  pow der e x t r a c t e d  3 

t im e s  w i th  5 m l .  p o r t i o n s  o f  d i s t i l l e d  w a te r  a n d  th e  e x t r a c t s  

w e re  co m b in e d  a n d  m ade u p  to  a  t o t a l  vo lum e o f  20 m l. I t  was 

o b s e r v e d  t h a t  Mg++ io n s  c a u s e d  a  c o n s i d e r a b l e  a c t i v a t i o n  o f  

t h e  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  o f  th e  60$  a c e to n e  p r e c i p i t a t e  a t  

b o th  pH 9 .2 2  an d  1 0 .0 5  a n d  t h a t  th e  p r e c i p i t a t e  h a d  a l s o
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c o n s i d e r a b l e  a c i d  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  (T a b le  4 . 1 ) .

A c e to n e  p r e c i p i t a t i o n s  w e re  c a r r i e d  o u t  on 2 m l. 

p o r t i o n s  o f  t h i s  s o l u t i o n  a t  1 5 °  b y  th e  a d d i t i o n  o f  w a te r  

an d  p r e c o o l e d  8 0 $  a c e to n e  t o  th e  f i n a l  d e s i r e d  a c e to n e  c o n ­

c e n t r a t i o n .  The p r e c i p i t a t e s  w ere  sp u n  dow n, d i s s o l v e d  i n  

5 m l.  d i s t i l l e d  w a te r  a n d  t h e  s o l u t i o n s  w e re  a s s a y e d  a t  

pHs 4 . 2 ,  8 .7 5  a n d  1 0 .0 5  u s i n g  0.02M  (6 - g ly c e r o p h o s p h a te  a s  . 

s u b s t r a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Mg++ io n s  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

= 0 .0 1 M ). S o l u b i l i t y  c u r v e s  o f  th e  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t i e s  

a r e  shown i n  F ig u r e  4 . 6 .  A b r e a k  i n  th e  s o l u b i l i t y  c u rv e  

o f  t h e  a c i d  p h o s p h a ta s e  w as o b s e r v e d  w h ich  m ig h t h a v e  b e en  

d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  two a c id  p h o s p h a ta s e s  in  th e  e x t r a c t .  

The a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  w as c o m p le te ly  p r e c i p i t a t e d  

b e tw e e n  3 3 $ a n d  4 7 $  a c e t o n e .  From th e  s o l u b i l i t y  c u rv e  no  

e v id e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  tw o  a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e s  c o u ld  

b e  o b t a i n e d .

100 mg. o f  t h e  i n i t i a l  a c e to n e  d r i e d  pow der was e x ­

t r a c t e d  w i th  w a te r  a s  ab o v e  and  f r a c t i o n a l l y  p r e c i p i t a t e d  w i th  

a c e t o n e .  The f r a c t i o n  p r e c i p i t a t i n g  b e tw een  36$  a n d  50$ 

a c e to n e  w as c o l l e c t e d ,  d r i e d  in  a  vacuum  d e s i c c a t o r ,  and  t h e  

d r i e d  p r e c i p i t a t e  ( 3 9 .4  m g .) d i s s o l v e d  i n  3 m l. w a te r .

60 p i .  p o r t i o n s  o f  t h i s  s o l u t i o n  w ere  s u b je c t e d  t o  

e l e c t r o p h o r e s i s  on  Whatman 3 MM f i l t e r  p a p e r  (3  cm. b ro a d )  

f o r  16 h o u r s  40 m in u te s  a t  4 ,1  v o l t s / c m .  i n  v e r o n a l  b u f f e r  

a t  pH 9 .2 2  ( t e m p e r a t u r e  = 4 ° ) .  The p o s i t i o n  o f  th e  a l k a l i n e
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p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  a t  pH 9 .2 2  was d e te r m in e d  b y  th e  c o n ­

t a c t  m e th o d  u s i n g  p h e n o l p h t h a l e i n  p h o s p h a te  a s  s u b s t r a t e .

A s i m i l a r  s t r i p  r u n  i n  p a r a l l e l  w as d e v e lo p e d  f o r  p r o t e i n .  

The r e s u l t s  a r e  show n i n  F ig u r e  4 . 7 .  O nly  one  a r e a  o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  was o b s e r v e d .

T a b le  4 . 1 .

R e l a t i v e  A c t i v i t y  a t  pHs 4 . 2 ,  9 .2 2  an d  1 0 .0 5  a n d  E f f e c t  o f  
4*+Mg i o n s  o n  a c t i v i t i e s  o f  R a t l i v e r  p r e p a r a t i o n  p r e p a r e d  b y  

p r e c i p i t a t i n g  a u t o l y s a t e  w i t h  60$  a c e to n e .

.02M  - g ly c e r o p h o s p h a te  u s e d  a s  s u b s t r a t e .

F i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  Mg++ io n s  when a d d ed  = 0.01M .

pH
o f  A s s a y

R e l a t i v e  A c t i v i t y

I n  A b sen ce  
a d d e d  Mg**

I n  P r e s e n c e  
a d d e d  Mg

4 .2 100 -

9 .2 2 4 24

1 0 .0 5 3 20



SECTION V.

? b e  H y d ro ly s is _ _ o f  H ex o se  M o n o p h o sp h a te s  by R a t L i v e r  E x t r a c t s .

In 1945 Fantl and Rome suggested that the hexose 
monophosphates were hydrolysed by a different enzyme system 
from the non-specific phosphomonoesterases in liver extracts 
and later Broh-Kahn and Mirsky (1948) and De Duve, Berthet, 
Hess and Dupret (1949) suggested that liver contained a 
phosphatase, specific for the hydrolysis of glucose-6-phos- 
phate. The separation and purification of this enzyme were 
undertaken by Swanson (1950) and her final purified product 
showed optimal activity for the hydrolysis of glucose-6- 
phosphate at pH 6.5, while it had no activity on glucose-1- 
phosphate and low activities towards other phosphate esters.

Glucose-1-phosphate is In own to be formed during 
glycolysis and the mechanism of its breakdown is therefore of 
much significance in studies on general carbohydrate meta­
bolism. Broh-Kahn and Mirsky (1948) followed the course of 
the loss of acid-labile P and increase in inorganic P when 
glucose-1-phosphate was incubated with liver extracts and 
deduced that a preliminary conversion to the stable 6-ester 
occurred. They then studied the action of various sub­
stances known to Inhibit the phosphogluco-mutase reaction and 
found that they also inhibited the breakdown of glucose-1- 
phosphate. Their experiments did not prove conclusively,
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h o w e v e r ,  t h a t  g lu c o s e - 1 - p h o s p h a t e  was s p l i t  c o m p le te ly  by  

t h e  p a th w a y : -

G lu c o s e - 1 - P 0 4  - ---------   -----------   >  G lu c o s e -6 -P 0 4

111
______________________ G lu c o se  + P0A

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a ta s e ^  ^

I t  w as f e l t  t h a t  t h i s  q u e s t i o n  w as w o r th y  o f  f a r t h e r  

c o n s i d e r a t i o n .

I t  w i l l  be  r e c a l l e d  t h a t  th e  h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - 1 -  

P04  a p p e a r e d  to  o c c u r  w i th  a  s l i g h t l y  h ig h e r  pH optim um  

th a n  d i d  t h a t  o f  g lu c o s e - 6 - p h o s p h a te  a n d  to  be  s t r o n g l y  

a c t i v a t e d  b y  Mg++ io n s  ( F i g . 1 . 5 ) .  I t  was fo u n d  fro m  a  s tu d y  

o f  th e  h y d r o l y s i s  o f  th e  tw o s u b s t r a t e s ,  u s in g  th e  same l i v e r  

h o m o g e n a te ,  t h a t  t h e r e  w as in d e e d  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

( P i g . 5 . 1 ) .  The o p t im a l  pH o f  g lu c o s e - 6 - p h o s p h a te  h y d r o l y s i s  

w as a t  pH 6 ,5  w h ile  t h a t  o f  g lu c o s e - 1 - p h o s p h a te  w as a t  pH 

*7.5. The h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  a t  pHs be lo w  

5 .6  w as n e g l i g i b l e .

The e f f e c t  o f  v a r i a t i o n  o f  th e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n  

on th e  h y d r o l y s i s  o f  t h e  tw o s u b s t r a t e s  was fo u n d  to  d i f f e r .

I t  was o b s e r v e d  ( P i g . 5 .2 )  t h a t  w i th  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

g l u c o s e - l - p h o s p h a t e ,  s u b s t r a t e  i n h i b i t i o n  o c c u r r e d ,  w h e rea s  

t h e r e  w as n o  e v id e n c e  f o r  s u b s t r a t e  i n h i b i t i o n  w i t h  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a te .  T h is  i s  f u r t h e r  e v id e n c e  i n  s u p p o r t  o f  th e  v iew
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t h a t  d i f f e r e n t  ni© chanism s a r e  I n v o lv e d  in. 1/116 h y d r o l y s i s  

o f  t h e  tw o  s u b s t r a t e s .

I t  w as d e c id e d  t h a t  an  i n v e s t i g a t i o n  o f  some o f  th e  

p r o p e r t i e s  o f  l i v e r  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  m ig h t  be o f  some h e l p  

i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h i s  p ro b le m . The p r e p a r a t i o n  o f  

p h o s p h o g lu c o m u ta s e  u s e d  was th e  n o n - p a r t i c u l a t e  s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n  o f  l i v e r  c y to p la s m  s e p a r a t e d  i n  .25M s u c r o s e  s o l u t i o n ,  

w h ic h  h a s  n o  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  The pH -optim um  

o f  t h i s  p r e p a r a t i o n  w as fo u n d  t o  be  a b o u t  - 7 .2  ( P i g . 5 . 3 ) .

Mg** i o n s  w e re  n e c e s s a r y  f o r  a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e. I n c r e a s e d  

a c t i v a t i o n  w as o b s e r v e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  u p  t o  .001M , 

t h e r e a f t e r ,  i n c r e a s e  i n  Mg++ io n  c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e d  th e  

a c t i v i t y  ( P i g . 5 . 4 ) .  T h e se  f i n d i n g s  c o u ld  a c c o u n t  f o r  t h e

h i g h e r  o p tim u m  pH o f  h y d r o l y s i s  o f  G - l - P  a n d  a l s o  th e  a c t i v a ­

t i o n  p r o d u c e d  b y  Mg4** i o n s .  The e f f e c t  o f  v a iy in g  th e  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  G - l - P  on th e  p h o sp h o g lu c o m u ta se  a c t i v i t y  i s  

shown in  P i g . 5 . 5 .  S u b s t r a t e  i n h i b i t i o n  was o b s e rv e d  w i t h  

h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e  a n d  th e  c u rv e  i s  c o m p a ra b le  

w i th  P i g . 5 . 2 .

T h u s i t  w o u ld  a p p e a r  f ro m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  th e  

h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  a t  pH 7 .2  -  7 .7  i s  a  tw o 

s t a g e  p r o c e s s  i n v o l v i n g  p h o sp h o g lu c o m u ta se  and  p re su m a b ly  th e  

s p e c i f i c  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a ta s e .

T h e s e  e x p e r i m e n t s ,  h o w e v e r, do n o t  e x c lu d e  o t h e r



s e c o n d a r y  m e c h a n ism s  and  i n  v iew  o f  t h i s  p o s s i b i l i t y ,  a  

s t u d y  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  g lu c o s e - 1 -  

p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  was u n d e r ta k e n  i n  an a t t e m p t  t o  

ex am in e  th e  l i k e l i h o o d  o f  o th e r  p a th w a y s .

H a t l i v e r  c y to p la s m  w as f r a c t i o n a t e d  i n  0.25M  s u c r o s e  

s o l u t i o n  a c c o r d i n g  to  t h e  m e th o d  a l r e a d y  d e s c r i b e d .  The 

v a r i o u s  f r a c t i o n s  w e re  a s s a y e d  s i n g l y  a n d  i n  v a r i o u s  com­

b i n a t i o n s  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  h y d r o ly s e  g lu c o s e - l - p h o s p h a te  

a n d  t h e  r e s u l t s  o f  tw o  su c h  e x p e r im e n ts  a r e  sum m arised  in  

T a b le  5 . 1 .

T he  m a in  p o i n t  o f  t h i s  e x p e r im e n t  was th e  d e m o n s t r a t io n  

o f  t h e  lo w  h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  b y  s i n g l e  i n t r a ­

c e l l u l a r  f r a c t i o n s .  When m ic ro s o m a l an d  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  

w e re  r e c o m b in e d ,  h o w e v e r ,  p r a c t i c a l l y  th e  e n t i r e  a c t i v i t y  was 

r e c o v e r e d ,  w h i l e  a b o u t  40;l o f  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  was 

p r e s e n t  i n  a  m i x t u r e  o f  t h e  m i to c h o n d r i a l  an d  s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n s .  T he a c t i v i t i e s  w i th  t h e  i n d i v i d u a l  f r a c t i o n s  

o b s e r v e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  fro m  R at I I  a r e  o f  su c h  low  o r d e r

a s  c o u ld  b e  e x p la i n e d  b y  c o n ta m in a t io n .

T he  f a c t  t h a t  b o i l i n g  e i t h e r  t h e  s u p e r n a t a n t  o r  t h e  

m ic ro s o m a l  f r a c t i o n  b e f o r e  a d d in g  i t  to  an  u n b o i l e d  sam p le  

o f  t h e  m ic ro s o m a l  o r  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  r e s p e c t i v e l y  c a u s e d  

c o m p le te  l o s s  o f  a c t i v i t y ,  i n d i c a t e s  t h a t  th e  i n c r e a s e d  

a c t i v i t y  a c h i e v e d  on c o m b in in g  t h e  two f r a c t i o n s  was n o t  due 

t o  th e  a d d i t i o n  o f  some a c t i v a t o r  o r  a c t i v a t o r s ,  and  s t r o n g l y



n o .

Table 5 . 1 .

The H y d r o l y s i s  o f  G lu c o s e -m o n o -p h o s p h a te s b y  V a r io u s  F r a c t i o n s

o f  H a t L i v e r  C y to p la sm .
G - l - P  s= G l u c o s e - l - p h o s p h a t e .  G -6 -P  = G lu c o se - 6 - p h o s p h a te .

F r a c t i o n
R e l a t i v e  A c t i v i t y

F r a c t i o n
R e l a t i v e  A c t i v i t y

G - l - P G -6 -P G - l- P G -6 -P

MT+MS+S 100 100 MT+MS+S 100 100

MT 12 14 MT 6 23

MS 19 80 MS 8 78

S 23 14 S 4 0

MT +  MS 4 93 MT + MS 4 92

MS +  S 97 82 MS + S 85 49

MT +  S 37 28 MT + S 40 21

MS +  S* 17 -

MS*+ S 9 -

*  F r a c t i o n  b o i l e d  b e f o r e  a s s a y .  

S u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  : 0.005M

0.001M  Mg"** p r e s e n t  i n  c a s e  o f  G - l-P  

pH o f  A s s a y :  G - l - P  -  7 .2  1  V e r o n a l - a c e t a t e  

G -6 -P  -  6 .5  J  b u f f e r s .



s u g g e s t s  t h e  e s s e n t i a l  n a h i r e  o f  one o r  m ore enzym es i n  e a c h  

f r a c t i o n .

H e r s ,  B e r t h e t ,  B e r t h e t  and Be Dave  (1 9 5 1 ) fourxi t h a t  

p h o s p h o g lu c o m u ta s e  was p r e s e n t  o n ly  i n  th e  n o n - p a r t i c u l a t e  

s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  o f  l i v e r .  The d i s t r i b u t i o n  o f  g lu c o s e -  

.6 - p h o s p h a ta s e  w as a l s o  s t u d i e d  i n  th e  v a r io u s  f r a c t i o n s  i n  

t h i s  w o rk  a n d  fo u n d  t o  be p r e s e n t  i n  t h e  m ic ro so m a l f r a c t i o n .

U s in g  t h e s e  tw o f a c t s ,  th e  o b s e r v e d  h y d r o l y s i s  o f  

g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  c a n  b e s t  be e x p la in e d  i n  te rm s  o f  a  tw o - 

s t a g e  e n z y m a t ic  s y s te m :  a  c o n v e r s io n  o f  th e  1 -p h o s p h a te  t o

th e  6 - p h o s p h a te  b y  p h o sp h o g lu c o m u ta s e  and  s u b s e q u e n t  h y d r o l y s i s  

o f  t h i s  com pound b y  th e  s p e c i f i c  g lu c o s e - 6 - p h o s p h a ta s e .  S in c e  

t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n s  c o n ta i n e d  s i g n i f i c a n t  am ounts o f  

t h i s  l a t t e r  e n zy m e , t h e  g l u c o s e - l - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  th e  

co m b in ed  m i t o c h o n d r i a l  and s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  i s  u n d e r ­

s t a n d a b l e .

The s i g n i f i c a n c e  o f  th e  low r e c o v e r y  o f  g l u c o s e - 6 - 

p h o s p h a ta s e  a c t i v i t y  i n  t h e  co m b in ed  m ic ro so m a l an d  a r p e r -  

n a t a n t  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  fro m  th e  l i v e r  o f  R a t I I  i s  n o t  know n.

No e v id e n c e  f o r  th e  e x i s t e n c e  o f  a  s e c o n d a ry  p a th w ay  

o f  an y  s i g n i f i c a n c e  f o r  th e  b reak d o w n  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a te  

was a p p a r e n t  f ro m  t h e s e  r e s u l t s .

The g l u c o s e - l - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  th e  n u c l e a r  

f r a c t i o n  was n o t  s t u d i e d  i n  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r im e n t s ,  b u t



i t  i s  b e l i e v e d  to  b e  o f  n e g l i g i b l e  am oun t (U r. M i l l s ,  p e r ­

s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

C o lo w ic k  a n d  C o r i  (1 9 3 8 )  f a i l e d  t o  d e t e c t  any 

h y d r o l y s i s  o f  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e  b y  l i v e r  e x t r a c t s ,  and  

i n  v ie w  o f  t h e  a b o v e  r e s u l t s ,  i t  was d e c i d e d  to  f i n d  i f  t h i s  

c o u l d  be v e r i f i e d .  A h y d r o l y s i s  o f  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e

by  f r e s h  u n f r a c t i o n a t e d  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  was o b s e r v e d

a l t h o u g h  o f  a  m uch  lo w e r  o r d e r  o f  a c t i v i t y  t h a n  b a d  been  

o b s e r v e d  w i t h  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e :

u g . P  s p l i t / m g . l i v e r / h r .  
a t  pH 7 . 6

G l u c o s e - 1 - P 0 ^  2 .7 3 5

G a l a c t o s e - 1 - P 0 4 0 .4 1 0

The f i n a l  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  w ere  0.005M and
HU"a s s a y s  w e re  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0.001M Mg .

T hus t h e  g a l a c t o s e - l - P O ^  was h y d r o l y s e d ,  b u t  o n ly  a b o u t  

V7 - V© As r a p i d l y  a s  g l u c o s e - l - P O ^ .



D i s c u s s i o n



p H - A c t i v i t y  C u rv e s  o f  U n f r a c t i o n a t e d  H om o g en a tes .

T he p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o b t a i n e d  w i t h  p h e n y l ,  p -  

n i t r o p h e n y l -  a n d  oC -  a n d  - g l y c e r o - p h o s p h a t e s  a r e  s i m i l a r  

t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  p r e v i o u s  w o r k e r s .  D av ie s  (1934) 

f o u n d  tw o  o p t i m a  i n  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  o f  l i v e r  u s i n g / 5  -  

g l y c e r o p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e ,  a s  d i d  B e l f a n t i ,  G o n ta r d i  a n d  

E r c o l i  ( 1 9 3 5 a )  w o r k i n g  w i t h  d i a l y s e d  l i v e r  e x t r a c t s ,  t h e s e  

w o r k e r s  f i n d i n g  o p t i m a  a t  pHs 5 . 0  an d  9 . 0 ,  t h e  l a t t e r  b e in g  

t h e  m ore p r o n o u n c e d .  The same g e n e r a l  p i c t u r e  was a l s o  

o b t a i n e d  b y  Bam aan a n d  R i e d e l  (1934) w i t h  ox and  p i g  l i v e r  

p r e p a r a t i o n s .

The i n h i b i t i o n  by  Mg"*"*" io n s  i n  t h e  v e r y  a c i d  ran g e  

i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  a  ty p e  I I I  p h o s p h a ta s e  a s  

was s u g g e s t e d  by  R oche ( 1 9 5 0 ) .  E v id e n c e  b a s e d  on d i f f e r e n t  

d e g r e e s  o f  a c t i v a t i o n  o r  i n h i b i t i o n  by  s u b s t a n c e s  a t  d i f f e r ­

e n t  pHs i s  n o t  i n  i t s e l f  s u f f i c i e n t  t o  p ro v e  t h e  e x i s t e n c e  o f  

m ore t h a n  o n e  en zy m e . T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  t r u e  when t h e  

enzyme p r e p a r a t i o n  i s  a s  c r u d e  a s  t h o s e  s t u d i e d  h e r e .

T he  s u g g e s t i o n  o f  a  t h i r d  a c i d  p h o s p h a t a s e ,  o p t i m a l l y  

a c t i v e  a r o u n d  pH 6 . 5 ,  i s  i n t e r e s t i n g  i n  v iew  o f  th e  w ork  o f  

Swanson (1 9 5 0 )  on  p u r i f i e d  glucose-6-p h o s p h a t a s e . She fo u n d

t h a t  h e r  p u r e s t  p r e p a r a t i o n s  a lw a y s  p o s s e s s e d  c o n s i d e r a b l e  

g l y c e r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w h ic h  was o p t im a l  a t  pH 6 . 5 .

^ h e  p o i n t  a r i s e s  t h e r e f o r e ,  w h e th e r  glucose-6-p h o s p h a ta s e



i t s e l f  p o s s e s s e s  g l y c e r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o r  w h e th e r  

t h e r e  e x i s t s  a  s e p a r a t e  p h o s p h a t a s e  a c t i n g  o p t i m a l l y  a t  th e  

same pH. T h i s  p o i n t  w as  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s t u d i e s  

on t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  en zy m es , t h e  r e s u l t s  

o f  w h ic h  a r e  d i s c u s s e d  b e lo w .

T he  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w i t h  t h o s e  s u b s t r a t e s  

sh o w in g  d e f i n i t e  o p t im a  i n  a c i d  a n d  a l k a l i n e  pH r a n g e s  was 

a lw a y s  m uch  g r e a t e r  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y .  T h i s  d i f f e r e n c e  was m o s t  m arked  i n  th e  

c a s e  o f  p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e ,  a l t h o u g h  i t  s h o u ld  be  p o i n t e d  

o u t  h e r e  t h a t  G re e n  and  M eyerho f  (1 9 5 2 )  fo u n d  t h a t  p - n i t r o -  

p h e n o l  i n h i b i t e d  i n t e s t i n a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .

The a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  o f  l i v e r  a p p e a r s  t o  b e  a c t i ­

v a t e d  b y  Mg*+ i o n s ,  a  f i n d i n g  i n  l i n e  w i t h  t h a t  o f  Bamaan and  

R i e d e l  ( 1 9 3 5 ) ,  B e l f a n t i ,  C o n t a r d i  an d  E r c o l i  (1 9 3 5 ) ,  R o s e n t h a l ,  

P a h l  and  V a r s  (1 9 5 2 )  a n d  Cohn, e t  a l .  ( 1 9 5 1 ) .

The h y d r o l y s i s  o f  a d e n o s i n e - 3 1- p h o s p h a te  i s  o f  a  

s i m i l a r  p a t t e r n  t o  t h a t  o f  t h e  g ly c e r o p h o s p h a t e s ,  t h e  sh ap e  

o f  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  i n  t h e  a c i d  r a n g e  b e in g  s u g g e s t i v e  

o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  t h r e e  enzymes a l r e a d y  d i s c u s s e d .

B o th  t h e  5 f - n u c l e o t i d e s  ex am in ed  ( a d e n o s i n e - 5 ! - p h o s p h a te  a n d  

i n o s i n e - b ’ - p h o s p h a t e )  showed c u r v e s  o f  a  d i f f e r e n t  n a t u r e .

The e x i s t e n c e  o f  a  s p e c i f i c  5 1- n u c l e o t i d a s e  i n  l i v e r  w i t h  

o p t i m a l  pH a t  7 . 2  h a s  a l r e a d y  b e en  s u g g e s t e d  by R e i s  (1 9 5 1 ) .  

H ig h  a c t i v i t y  w i t h  b o t h  t h e s e  s u b s t r a t e s  was a l s o  o b s e r v e d



i n  t h e  a l k a l i n e  pH r a n g e .  T h i s  p o i n t  w i l l  be d i s c u s s e d  

l a t e r .

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  was h y d r o l y s e d  w i t h  a  s i n g l e  pH 

o p tim u m  a t  6 . 5  d u e  t o  t h e  p r o b a b l e  e x i s t e n c e  o f  a  s p e c i f i c  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  (S w a n so n ,  1 9 5 0 ) .  The n a t u r e  o f  t h e  

s h a p e  o f  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  w i t h  t h i s  s u b s t r a t e  m akes  i t  

d i f f i c u l t  t o  d e c i d e  t h e  e x t e n t  o f  h y d r o l y s i s  by t h e  n o n ­

s p e c i f i c  a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s .  G l u c o s e - l - p h o s p h a t e  

was a l s o  h y d r o l y s e d  w i t h  a  s i n g l e  op tim um  w h ic h  o c c u r s  a t  a  

m ore a l k a l i n e  pH t h a n  d i d  t h e  op tim um  shown b y  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a t e .  Mg** i o n s  show ed a  v e r y  m uch g r e a t e r  a c t i v a t i n g  

e f f e c t  w i t h  G - l - P  t h a n  w i t h  G -6 -P .  T h e s e  f i n d i n g s  s u p p o r t  

t h e  w o rk  o f  d e  ffave e t  a l .  ( 1 9 4 9 ) ,  Sv,/anson (1 9 5 0 )  a n d  B r o h -  

Kahn a n d  M ir s k y  (1 9 4 8 )  who s u g g e s t  t h a t  G - l - P  i s  h y d r o l y s e d  

b y  a  d i f f e r e n t  p a th w a y  f r o m  G -6 -P .

The I n t r a c e l l u l a r  D i s t r i b u t i o n  o f  R a t  L i v e r  P h o s p h a t a s e s .

I n  c o n s i d e r i n g  t h e  r e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  

i n  S e c t i o n  I I ,  s e v e r a l  i m p o r t a n t  f a c t o r s  m u s t  be c o n s i d e r e d .

The f i r s t  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a n  enzym e i n h i b i t o r  

o r  a c t i v a t o r  b e i n g  c o n c e n t r a t e d  i n  one  p a r t i c u l a r  f r a c t i o n ,  a  

f a c t o r  w h ic h  w i l l  g i v e  a  d i s t o r t e d  p i c t u r e  o f  t h e  enzym e 

d i s t r i b u t i o n .  To e l i m i n a t e  t h i s  f a c t o r  t o  some d e g r e e ,  t h e  

a c t i v i t i e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  f r a c t i o n s  s h o u l d  be summed a n d  

t h e  t o t a l  c o m p a re d  w i t h  t h a t  o f  t h e  o r i g i n a l  t i s s u e  h o m o g e n a te .



116.

I n  t h e  p r e s e n t  c a s e  good  r e c o v e r i e s  o f  a c t i v i t y  w e re  f o u n d  

i n  m o s t  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d ,  t h e  low  r e c o v e r i e s  o f  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  shown i n  T a b l e s  2 . 1  a n d

2 . 2  p r o b a b l y  b e i n g  due t o  t h e  g r e a t  l a b i l i t y  o f  t h i s  enzym e 

( c f .  Svtfanson, 1 9 5 0 ) .

A n o t h e r  d i s t u r b i n g  f a c t o r  i s  t h e  p o s s i b l e  a d s o r p t i o n  

o f  en zy m es  s p e c i f i c a l l y  on one t y p e  o f  p a r t i c l e ^ . W h e r e v e r  

p o s s i b l e  p u r i f i e d  s a m p le s  o f  t h e  enzym e u n d e r  e x a m i n a t i o n  

s h o u l d  b e  a d d e d  t o  s u s p e n s i o n s  o f  e a c h  p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n  

a n d  t h e  am ount o f  a d s o r p t i o n  d e t e r m i n e d .  T h i s  w as n o t  f o u n d  

p r a c t i c a l  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  h o v i k o f f  (1 9 5 2 )  f o u n d  t h a t  

r a t - l i v e r  n u c l e i ,  s u s p e n d e d  i n  0 . 7 0  M s u c r o s e  a d s o r b e d  p u r i ­

f i e d  i n t e s t i n a l  p h o s p h a t a s e  a n d  t h i s  enzym e w as n o t  r e m o v e d  

e v e n  a f t e r  s i x  w a s h i n g s  w i t h  0 .88M  s u c r o s e .  S e p a r a t i o n s  

c a r r i e d  o u t  i n  n o n - p o l a r  s o l v e n t s ,  a s  i n  t h e  B e h r e n f s t e c h ­

n i q u e  f o r  i s o l a t i n g  n u c l e i ,  w o u ld  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e  t h e  

p o s s i b i l i t i e s  o f  a d s o r p t i o n .  I n  g e n e r a l ,  h o w e v e r ,  t h i s  

t e c h n i q u e  w o u ld  be e x p e c t e d  t o  r e s u l t  i n  c o n s i d e r a b l e  enzyme 

i n a c t i v a t i o n ,  a l t h o u g h  S t e r n ,  A l l f r e y ,  M ir s k y  a n d  S a e t e r n

(1 9 5 2 )  h a v e  p u b l i s h e d  d a t a  f o r  t h e  a c t i v i t y  o f  c e r t a i n  en zy m es  

i n  n u c l e i  s e p a r a t e d  b y  t h i s  t e c h n i q u e .

A n o t h e r  i m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n  i s  t h e  e x t e n t  t o  

w h ic h  l a r g e r  s i z e d  p a r t i c l e s  a r e  r u p t u r e d  a n d  s m a l l e r  p a r t i c l e s  

a g g l u t i n a t e d  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i v e  p r o c e d u r e s .  M i t o c h o n d r i a l



f r a c t i o n s  m i g h t  be  c o n t a m i n a t e d  w i t h  c lu m p s  o f  a g g l u t i n a t e d  

m ic ro s o m e s  a n d  t h e  m ic ro s o m e  f r a c t i o n ,  i n  i t s  t u r n ,  m ig h t  

c o n t a i n  f r a g m e n t s  o f  d i s r u p t e d  m i t o c h o n d r i a .  T h i s  d i f f i ­

c u l t y  w as e n c o u n t e r e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk  d u r i n g  e a r l y  e x ­

p e r i m e n t s  on t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  e n z y m ic  a c t i v i t y  i n  n u c l e i ,  

m i t o c h o n d r i a ,  m ic ro s o m e s  a n d  s u p e r n a t a n t  s e p a r a t e d  f r o m  

h o m o g e n a te s  p r e p a r e d  i n  0.25M  s u c r o s e .  The p u r i t y  o f  t h e  

n u c l e a r  f r a c t i o n  was f o l l o w e d  b y  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  a n d  

i t  w as f o u n d  t h a t  4 - 5  m i n u t e s  h o m o g e n i s in g  w as r e q u i r e d  t o  

e n s u r e  t h a t  no u n b r o k e n  c e l l s  r e m a i n e d .  I n  t h e s e  c a s e s  t h e  

m ic r o s o m a l  a n d  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  c o n t a i n e d  7 5 $  o f  t h e  a c i d  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  One s u c h  t y p i c a l  d i s t r i b u t i o n  i s  

shown i n  t h e  f o l l o w i n g  t a b l e :

pH o f  
A s s a y F r a c t i o n R e l a t i v e  P h o s p h a t a s e  

A c t i v i t y

4 . 0 5 N 2

MT 15

MS 28

S 47

S h o r t e r  p e r i o d s  o f  h o m o g e n i s a t i o n  a l t e r e d  t h e  d i s t r i b u t i o n  

p a t t e r n ,  t h e  n u c l e a r  a n d  m i t o c h o n d r i a l  a c t i v i t i e s  i n c r e a s i n g  

w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g  f a l l  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n  ( T a b le  2 , 1 ) .  I n  v iew  o f  t h i s ,  n u c l e a r  a c t i v i t i e s



w e re  s t u d i e d  u s i n g  t h e  m e th o d  o f  Hogeboom, S c h n e i d e r  a n d  

S t r i e b i c h  ( 1 9 5 2 ) ,  a n  e s s e n t i a l  f e a t u r e  o f  w h ic h  i s  t h e  

u s e  o f  OaClg w h ic h  m ak es  t h e  s e p a r a t i o n  o f  m ic r o s o m e s  a n d  

m i t o c h o n d r i a  d i f f i c u l t .  C o n s e q u e n t l y  n o  a t t e m p t  was m ade 

t o  s e p a r a t e  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  f u r t h e r  i n  t h i s  s e r i e s  

o f  e x p e r i m e n t s .  The d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  a c t i v i t i e s  i n  c y t o ­

p l a s m  w as s t u d i e d  u s i n g  t h e  o r i g i n a l  S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  t e c h ­

n i q u e  w i t h  h o m o g e n i s a t i o n  o f  t h e  t i s s u e  f o r  p e r i o d s  o f  l e s s  

t h a n  tw o  m i n u t e s  a n d  a  d i s c a r d i n g  o f  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n .

A g g r e g a t i o n  o f  m ic r o s o m e s  w i t h  c o n s e q u e n t  c o n t a m i n a ­

t i o n  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  may e x p l a i n  t h e  s i g n i f i ­

c a n t  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  an d  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  c o n t e n t  o f  t h e  

m i t o c h o n d r i a  i n  T a b le  2 . 3 .  B reakdow n  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  

f r a c t i o n  may e x p l a i n  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  c o n t e n t  o f  t h e  

m i c r o s o m a l  a n d  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s .  The o v e r a l l  r e s u l t s  

f a v o u r  t h e  v ie w  t h a t  a c i d  p h o s p h a t a s e  i s  p r e d o m i n a n t l y  l o c a t e d  

I n  t h e  m i t o c h o n d r i a  an d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a n d  5 ’ - n u c l e o ­

t i d a s e  i n  t h e  m ic r o s o m e s .  The s u p e r n a t a n t  c o n t a i n s  a  s i g n i ­

f i c a n t  am o u n t  o f  th e  t o t a l  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  ( T a b le  2 . 3 ) .  

The f a c t  t h a t  t h i s  f r a c t i o n  c o n t a i n s  o n l y  t r a c e s  o f  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w o u ld  i n d i c a t e  t h a t  t h e  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  

p r e s e n t  i n  t h i s  f r a c t i o n  I s  n o t  d u e  t o  b re a k d o w n  o f  m ic r o s o m e s .

A s i m i l a r  a r g u m e n t  f a v o u r s  t h e  v ie w  t h a t  a t  l e a s t  50$  o f  t h e  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  h o m o g e n a te s  o c c u r s  

n a t u r a l l y  i n  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o p l a s m  and  i s  n o t  d e r i v e d



f r o m  t h e  b re a k d o w n  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .

I n  1951  B e r t h e t  a n d  d e  Buve i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a c i d  

p h o s p h a t a s e  o f  r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  e x i s t e d  i n  an  i n a c t i v e  

f o r m .  A s t u d y  o f  t h e  v a r i o u s  m e th o d s  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

t h e  i n a c t i v e  t o  a n  a c t i v e  f o r m  ( B e r t h e t ,  B e r t h e t ,  A p p lem an s  

a n d  d e  D uve , 1 9 5 1 )  l e d  t h e  a u t h o r s  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  m i t o ­

c h o n d r i a  p o s s e s s e d  a  m em brane w h ic h  was im p e rm e a b le  t o  t h e  

s u b s t r a t e ,  i n  t h i s  c a s e  &  - g l y c e r o p h o s p h a t e .  I n  o r d e r  t o  

a v o i d  a n y  s u c h  d i f f i c u l t y  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk  e a c h  f r a c t i o n  

w as d i s r u p t e d  by  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g .

D u r in g  t h i s  v*ork i t  h a s  b e e n  a s s u m e d  t h a t  c y t o p l a s m  

c o n t a i n s  o n l y  tw o  m a in  t y p e s  o f  p a r t i c l e s ,  t h e  m i t o c h o n d r i a  

a n d  m ic r o s o m e s ,  a n d  c o n d i t i o n s  o f  c e n t r i f u g a t i o n  w e re  so  

c h o s e n  t o  g i v e  tw o f r a c t i o n s ;  one  r i c h  i n  t h e  f o r m e r  t y p e  o f  

p a r t i c l e ,  a n d  t h e  o t h e r  i n  t h e  l a t t e r .  C h a n t r e n n e  ( 1 9 4 7 ) ,  

e m p lo y in g  a  m e th o d  o f  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  i n  e l e c t r o ­

l y t e  s o l u t i o n s ,  s e p a r a t e d  m ouse l i v e r  c y t o p l a s m  i n t o  f i v e  

f r a c t i o n s  w h ic h ,  he  c l a i m e d ,  w ere  e n z y m a t i c a l l y  a n d  c h e m i c a l l y  

h e t e r o g e n e o u s .  K e l l e r  (1 9 5 1 )  c l a i m e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h r e e  

m i c r o  some f r a c t i o n s  w h ic h  d i f f e r e d  i n  t h e  r a t e  a t  wh i c h  t h e y  

r e p l a c e d  l e u c i n e  i n  p r o t e i n .  The m o s t  c o m p l e t e  e v i d e n c e  f o r  

t h e  h e t e r o g e n e i t y  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s  I s  t h a t  o f  N o v i k o f f  

P o d b e r ,  Ryan a n d  Noe (1 9 5 3 )  w h ic h  a p p e a r e d  a f t e r  t h e  c o m p l e t i o  

o f  t h e  p r e s e n t  w o rk .  T h e s e  w o r k e r s  s t u d i e d  t h e  c o n t e n t  o f  

DNA, RNA, n i t r o g e n  a n d  v a r i o u s  e n z y m ic  a c t i v i t i e s  i n  a s



many a s  10 d i f f e r e n t  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  f r o m  r a t  

l i v e r  by  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  i n  Q.88M s u c r o s e .  M or­

p h o l o g i c a l  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p a r t i c l e s  p r e s e n t  i n  t h e  v a r i o u s  

f r a c t i o n s  w e re  o b s e r v e d  b y  m eans  o f  p h a s e - c o n t r a s t  m i c r o s c o p y .

T h i s  w o rk  l e d  t o  tw o  i m p o r t a n t  g e n e r a l  f i n d i n g s .  

F i r s t l y  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  a  d i s t i n c t  c o n t i n u i t y  b e tw e e n  

’’m i t o c h o n d r i a ” a n d  ’’m ic r o s o m e s ” b o t h  m o r p h o l o g i c a l l y  a n d  

e n z y m a t i c a l l y .  The s m a l l e s t  ’’m i t o c h o n d r i a ” a p p e a r e d  s i m i l a r  

i n  s i z e  t o  ’’m ic r o s o m e s ” . Ho f r a c t i o n  w as e n t i r e l y  f r e e  f r o m  

a n y  o f  t h e  enzym es s t u d i e d .  S e c o n d ly  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

e n zy m es  i n  t h e  m ic r o s o m e s  a s  a  c l a s s  d i f f e r e d  s u f f i c i e n t l y  

f r o m  t h a t  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  t o  w a r r a n t  t h e  I d e a  o f  tw o 

g e n e r a l  t y p e s  o f  c y t o p l a s m i c  p a r t i c l e s .

Among t h e  en zy m es  s t u d i e d  by  t h e s e  a u t h o r s  w e re  a c i d  

a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  5 ’ - n u c l e o t i d a s e .  They r e p o r t

t h a t  a  f r a c t i o n ,  w h ic h  was shown b y  p h a s e - c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  

t o  c o n t a i n  a  m i x t u r e  o f  s m a l l  s i z e d  m i t o c h o n d r i a  a n d  l a r g e  

n u m b e r s  o f  ’’d e n s e ” a n d  ’’l e s s  d e n s e ” m i c r o s o m e s ,  c o n t a i n e d  a  

c o n s i d e r a b l e  am oun t o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  A 

m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  c o n t a i n i n g  a  m i x t u r e  o f  b o t h  ’’d e n s e ” and  

’’l e s s  d e n s e ” m ic ro s o m e s  p o s s e s s e d  e v e n  h i g h e r  a c t i v i t y  o f  

t h i s  enzy m e . A s e c o n d  m ic r o s o m a l  f r a c t i o n ,  c o n s i s t i n g  m a i n l y  

o f  ’’l e s s  d e n s e ” m ic r o s o m e s ,  h a d  a  much l o w e r  a c t i v i t y  a s  h a d  

t h e  m a in  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n .  E a r l i e r  work by  t h e s e  

a u t h o r s  ( N o v i k o f f ,  P o d b e r  an d  R y an , 1 9 5 0 )  h a d  shown t h a t



a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  a s s a y e d  a t  pH 5 . 0  was c o n c e n t r a t e d  

l a r g e l y  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  s e p a r a t i o n  

o f  f r a c t i o n s  w as  n o t  c a r r i e d  t o  s u c h  a  h i g h  d e g r e e  a s  i n  t h e i r  

l a t e r  w o rk .  B e r t h e t  an d  d e  Duve ( 1 9 5 1 ) ,  who e m p lo y e d  0 .25M  

s u c r o s e  a s  s e p a r a t i n g  m ed ium , f o u n d  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  

t o  c o n t a i n  5 6% o f  t h e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  w h e r e a s  a n  

u i n t e r m e d i a r y ” f r a c t i o n  a n d  a  m ic r o s o m a l  f r a c t i o n  c o n t a i n e d  

o n l y  10$  a n d  7% r e s p e c t i v e l y  o f  t h e  t o t a l ,  f i g u r e s  w h ic h  

c o m p a re  r e a s o n a b l y  w e l l  w i t h  t h o s e  f o u n d  i n  th e  p r e s e n t  w o rk .

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  was shown b y  N o v i k o f f  je t  a l .

(1 9 5 3 )  t o  b e  c o n c e n t r a t e d  l a r g e l y  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  

w h i l e  5 ’ - n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  was f o u n d  m a i n l y  i n  t h e  tw o 

m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  i n  s i m i l a r  a m o u n ts  an d  a l s o  i n  t h e  

n u c l e a r  f r a c t i o n .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  

f o u n d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk .

The d i f f e r e n c e s  fo u n d  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  may b e  e x p l a i n e d  b y  a s s u m in g  t h a t  t h i s  enzyme i s  c o n ­

c e n t r a t e d  t o  a  h i g h  d e g r e e  i n  some ty p e  o f  p a r t i c l e  i n t e r ­

m e d i a t e  i n  s i z e  b e tw e e n  a  m i t o c h o n d r i o n  a n d  a  m ic ro so m e  w h i c h ,  

I n  t h e  p r e s e n t  w o rk ,  h a d  s e p a r a t e d  l a r g e l y  w i t h  t h e  m i t o ­

c h o n d r i a  a n d  a l s o  t o  some e x t e n t  w i th  t h e  m ic r o s o m e s .  The 

s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  p r e p a r e d  b y  t h e s e  a u t h o r s  c o n t a i n e d  36$  

o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  co m p ared  w i t h  l e s s  t h a n  20$  

f o u n d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk .  An i m p o r t a n t  q u e s t i o n  w h ic h



p r i s e s  i s  w h e t h e r  we c a n  c o m p are  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h e  u s e  

o f  i s o t o n i c  (0 .2 5 M ) s u c r o s e  a n d  t h o s e  i n v o l v i n g  h y p e r t o n i c  

s u c r o s e  s o l u t i o n s .  H o v i k o f f  e_t a l .  r e p o r t  t h a t  s u e c i n o x i d a s e  

a n d  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  w ere  c o n c e n t r a t e d  t o  

a  l a r g e  e x t e n t  i n  t h e i r  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n s .  T hus  i t  

c a n n o t  b e  a r g u e d  t h a t  t h e  l a r g e r  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  

w h ic h  t h e s e  w o r k e r s  f o u n d  i n  t h e  s m a l l e r  s i z e d  p a r t i c l e s  a n d  

s u p e r n a t a n t  w e re  d u e  e n t i r e l y  t o  b re a k d o w n  o f  m i t o c h o n d r i a .

I t  a p p e a r s  e s s e n t i a l ,  t h e r e f o r e ,  i n  s t u d i e s  on t h e  d i s t r i ­

b u t i o n  o f  en zy m es  e m p lo y in g  t h e s e  m e th o d s  t h a t  t h e  p r o b l e m  o f  

s o l u b i l i t y ,  e x t r a c t i o n  a n d  a d s o r p t i o n  o f  enzym es m u s t  be  

s e r i o u s l y  c o n s i d e r e d .  De Duve h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c i d  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  r a t  l i v e r  i s  c o n c e n t r a t e d  l a r g e l y  i n  

t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  a n d  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  o f  s e p a r a ­

t i o n  p r o d u c e  a  d i s t o r t e d  p i c t u r e  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i ­

b u t i o n  d u e  t o  e x t r a c t i o n  o f  t h e  en zy m e . On t h e  o t h e r  h a n d ,  

d e  Duve a n d  h i s  c o l l e a g u e s  h a v e  shown t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  

i n  t h e i r  i s o l a t e d  m i t o c h o n d r i a  w as v e r y  f i r m l y  b o u n d  a n d  o n l y  

w i t h  v e r y  d r a s t i c  c o n d i t i o n s ,  w h ic h  b r o u g h t  a b o u t  c o m p l e t e  

d e s t r u c t i o n  o f  t h e  p a r t i c l e s ,  w as i t  p o s s i b l e  t o  p r o d u c e  t h e  

enzym e i n  a  s o l u b l e  f o r m .

One a s p e c t  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w as an  e x a m i n a t i o n  o f  

p o s s i b l e  d i f f e r e n c e s  i n  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  

t h r e e  a c i d  p h o s p h a t a s e s  w hose  e x i s t e n c e  w as s u g g e s t e d  by  th e
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r e s u l t s  o f  S e c t i o n  I .  No s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  d i s t r i ­

b u t i o n  o f  t h e s e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  was h o w e v e r  f o u n d .

T hus  i f  t h r e e  s e p a r a t e  a c i d  p h o s p h a t a s e s  a r e  p r e s e n t  t h e y  

m u s t  e x i s t  i n  s i m i l a r  t y p e s  o f  p a r t i c l e s .  The d i s t r i b u t i o n  

o f  g l y c e r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  a s s a y e d  a t  pH 6 . 5 ,  w as  o f  

i n t e r e s t  i n  v ie w  o f  t h e  f i n d i n g  o f  Sw anson (1 9 5 0 )  t h a t  p u r i ­

f i e d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  p r e p a r a t i o n s  h a d  g l y c e r o p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  w i t h  an  o p tim u m  pH a t  6 . 5 ,  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  A l t h o u g h  t h e  m i c r o s o m a l

f r a c t i o n  was f o u n d  t o  c o n t a i n  m o s t  o f  t h e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t -  

a s e  a c t i v i t y ,  t h e  g l y c e r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  t h i s  f r a c t i o n  

was n o  g r e a t e r  a t  pH 6 . 5  t h a n  a t  pHs 3 . 8  a n d  5 . 5 5 .  Thus 

t h e r e  e i t h e r  e x i s t s  a  p h o s p h a t a s e  w i t h  s i m i l a r  s o l u b i l i t y  

c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  a  s i m i l a r  o p tim u m  pH b u t  d i f f e r i n g  i n  

i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  t o  t h a t  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e ,  

o r  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  i t s e l f  c a n  h y d r o l y s e  p> - g l y c e r o ­

p h o s p h a t e .  As a l r e a d y  m e n t i o n e d  In  t h e  I n t r o d u c t i o n ,  a  p h o s ­

p h a t a s e  i s  known t o  e x i s t  i n  r e d  b l o o d  c e l l s  w i t h  a n  o p t i m a l  

pH a t  6 . 0 .

A s s a y s  o f  5 ! - n u c l e o t i d a s e  w ere  c a r r i e d  o u t  a t  pHs

7 . 2  a n d  1 0 . 1 5  i n  a n  a t t e m p t  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e tw e e n  t h e  tw o 

5 ’ - n u c l e o t i d a s e s  s u g g e s t e d  f ro m  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  f o r  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  a d e n y l i c  a c i d  b y  r a t  l i v e r  h o m o g e n a t e s .  No 

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  was o b s e r v e d  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  a n y  

f r a c t i o n  w h e t h e r  t h e  a s s a y  was c a r r i e d  o u t  a t  pH 7 . 2  o r  1 0 . 1 5 .



The d i s t r i b u t i o n  a s s a y e d  a t  pH 1 0 . 1 5  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  

f r o m  t h a t  o f  t h e  g l y c e r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  a s s a y e d  a t  t h e  

same pH , w h ic h  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  two a c t i v i t i e s  a r e  . q u i t e  

d i s t i n c t .

Thus i n  t h e  c a s e  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e s  o f  r a t  l i v e r  

tw o o r  t h r e e  en zy m es  e x i s t  w i t h  a  s i m i l a r  s u b s t r a t e  s p e c i f i ­

c i t y  b u t  w i t h  d i f f e r e n t  pH o p t im a  a n d ,  a p p a r e n t l y ,  w i t h  t h e  

same i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n .  A s i m i l a r  s i t u a t i o n  w o u ld  

a p p e a r  t o  e x i s t  w i t h  th e  5 ’ - n u c l e o t i d a s e s . C l e a r l y  an  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m e a n in g  o f  t h e  pH -op tim um  o f  a n  en zy m e , 

a s  e s t a b l i s h e d  by  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s ,  i s  o f  f u n d a m e n t a l  

i m p o r t a n c e  t o  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i ­

c a n c e  o f  e n z y m ic  a c t i v i t i e s  a s s a y e d  i n  v i t r o .

The en zy m ic  a c t i v i t i e s  o f  n u c l e i  h a v e  b e e n  s t u d i e d ,  i n  

t h e  m a i n ,  b y  two g r o u p s  o f  w o r k e r s .  B ounce  a n d  h i s  c o l l e a g u e s  

h a v e  a t t e m p t e d  t o  p r e p a r e  p u r e  n u c l e i ,  by  a  m e th o d  i n v o l v i n g  

t h e  u s e  o f  c i t r i c  a c i d ,  an d  h a v e  s t u d i e d  t h e  e n z y m ic  c o n t e n t  

o f  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  w i t h o u t  r e f e r e n c e  t o  t h e  a c t i v i t i e s  o f  

t h e  o t h e r  p a r t i c l e s .  The S c h n e i d e r  g r o u p ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  

h a v e  s t u d i e d  n u c l e i ,  p r e p a r e d  i n  s u c r o s e  s o l u t i o n ,  a l o n g  w i t h  

t h e  o t h e r  i n t r a c e l l u l a r  f r a c t i o n s .  T h e i r  n u c l e a r  p r e p a r a t i o n s ,  

t h e y  t h e m s e l v e s  a d m i t ,  a r e  n o t  a s  c l e a n  a s  t h o s e  o b t a i n e d  by  

B o u n c e ,  b u t  t h e y  e m p h a s i s e  t h a t  a l l  c e l l  f r a c t i o n s  m u s t  be 

s t u d i e d  t o  o b t a i n  i n f o r m a t i o n  on a n y  o n e  f r a c t i o n .  A l t h o u g h



b o t h  p o i n t s  o f  v ie w  a r e  f u n d a m e n t a l l y  s o u n d  t h e r e  a r e  

d i f f i c u l t i e s  i n  a c h i e v i n g  b o t h  e n d s  a t  t h e  o n e  t i m e .  I n  

t h e  p r e s e n t  w o rk  a n  a t t e m p t  a t  a  c o m p ro m ise  w as u n d e r t a k e n  

b y  e m p lo y in g  t h e  m e th o d  o f  Hogeboom, S c h n e i d e r  a n d  S t r i e b i c h  

f o r  p r e p a r i n g  n u c l e a r  a n d  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .  M i c r o s c o p i c  

a n d  c h e m i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  n u c l e i  i s o l a t e d  b y  t h i s  m e th o d  

show ed  th em  t o  b e  r e l a t i v e l y  f r e e  f r o m  c o n t a m i n a t i o n  b y  o t h e r  

c e l l  f r a c t i o n s .  The a c t i v i t y  o f  t h i s  f r a c t i o n  w as co m p ared  

w i t h  t h a t  o f  t h e  o r i g i n a l  h o m o g e n a te  and  t h a t  o f  t h e  t o t a l  

c y t o p l a s m .  The e a r l y  d a t a  r e p o r t e d  by  t h e  S c h n e i d e r  g r o u p  

p o i n t e d  t o  t h e  n u c l e u s  h a v i n g  s u c h  n e g l i g i b l e  a m o u n ts  o f  

many enzym es t h a t  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  by  

c o n t a m i n a t i o n  w i t h  o t h e r  t y p e s  o f  c e l l u l a r  p a r t i c l e s ,  a n d  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  n u c l e u s  w as e n z y m a t i c a l l y  i n e r t .  N u c l e i  

p r e p a r e d  by  t h e  m e th o d  o f  D o u n c e ,  h o w e v e r ,  h a v e  b e e n  shown 

t o  c o n t a i n  s i g n i f i c a n t  a m o u n ts  o f  c e r t a i n  enzym es  s u c h  a s  

c y to c h r o m e  o x i d a s e ,  a  numtoer o f  en zy m es  o f  t h e  g l y c o l y t i c  

c y c l e  (D o u n c e ,  1 9 5 0 )  a n d  p r o t e a s e  a c t i v i t y  (D o u n c e ,  1 9 5 2 ) .  

A r g i n a s e  was a l s o  f o u n d  i n  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same c o n c e n t r a t i o n  

i n  c e l l  n u c l e i  i s o l a t e d  a t  pH 6 . 0  a s  i n  t h e  w h o le  h o m o g e n a te .  

L an  (1 9 4 3 )  f o u n d  D -am ino a c i d  o x i d a s e  a n d  u r i c a s e  s o m e t im e s  

p r e s e n t  i n  a  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  i n  i s o l a t e d  n u c l e i  t h a n  i n  

t h e  o r i g i n a l  h o m o g e n a te .  N u c l e o l y t i c  en zy m es  h a v e  a l s o  b e e n  

shown b y  s e v e r a l  w o r k e r s  t o  be  p r e s e n t  i n  c e l l  n u c l e i  (v o n



E u l e r ,  F i s c h e r ,  H a s s e l q u i s t  an d  J a a r m a ,  1 9 4 5 ;  M a r s h a k ,  1 9 4 8 ;  

Brown a n d  L a s k o w s k i ,  1 9 5 1 ) .

A s B ou n ce  h a s  c o m m e n te d : ” I f  t h e  n u c l e u s  w e re  i n d e e d

i n e r t  e n z y m a t i c a l l y ,  s e r v i n g  o n l y  a s  a  c a r r i e r  o f  ch rom osom es  

a n d  g e n e s ,  i t  w o u ld  h e  d i f f i c u l t  t o  u n d e r s t a n d  how t h e s e  

g e n e s  c o u l d  e x e r t  a n  i n f l u e n c e  u p o n  t h e  w h o le  c e l l  d u r i n g  t h e  

r e s t i n g  s t a t e ,  a s  t h e y  a p p a r e n t l y  d o . u

I n  t h e  p r e s e n t  w o rk  e v i d e n c e  was o b t a i n e d  f o r  t h e  

o c c u r r e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  a m o u n ts  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  

5 1- n u c l e o t i d a s e  i n  n u c l e i .  P r e v i o u s  h i s t o c h e m i c a l  w ork  h a d  

s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n  n u c l e i  b u t  

t h e  h i s t o c h e m i c a l  m e th o d s  e m p lo y e d  h a v e  n o t  p r o v e d  t o o  r e ­

l i a b l e  a n d  t h e  v ie w  h a s  b e e n  t a k e n  t h a t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

w as a b s e n t  f r o m  l e v e r  n u c l e i .

Dounce (1 9 4 3 )  w o r k in g  w i t h  n u c l e i  i s o l a t e d  I n  c i t r a t e  

a t  pH 6 . 0  f o u n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

i n  h i s  p r e p a r a t i o n .  N o v i k o f f  (1952), when s t u d y i n g  c h a n g e s  

i n  th e  d i s t r i b u t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  

v a r i o u s  c e l l  f r a c t i o n s  o f  r a t  l i v e r  s e p a r a t e d  i n  0 .88M  s u c r o s e  

f o l l o w i n g  p a r t i a l  h e p a t e c t o m y ,  fo u n d  t h a t  th e  a l k a l i n e  p h o s ­

p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  i n c r e a s e d  by a s  m uch 

a s  500/1 w h e r e a s  t h e  i n c r e a s e s  i n  t h e  o t h e r  f r a c t i o n s ,  a n d  i n  

t h e  h o m o g e n a te  a s  a  w h o le  w e re  o f  t h e  o r d e r  o f  65%  o r  l e s s .  

T h i s  seem s g o o d  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  s e p a r a t e



n u c le a r  a lk a l in e  p h o sp h a ta se .

One c r i t i c i s m  o f  t h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  b y  N o v i k o f f  

m i g h t  a l s o  a p p l y ,  t o  some e x t e n t ,  t o  t h e  p r e s e n t  f i n d i n g s .  

H i s t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  b i l e  

c a n a l i c u l i  c o n t a i n  l a r g e  a m o u n ts  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  an d  p h a s e - c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  h a s  shown t h a t  t h e s e  

a r e  among t h e  c o n t a m i n a t i n g  p a r t i c l e s  i n  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n .  

The n u c l e i  o f  t h e  s i n u s o i d  c e l l s  a n d  K u p f f e r  c e l l s  o f  l i v e r  

a n d  l e u c o c y t e s  h a v e  b e e n  show n h i s t o c h e m i c a l l y  t o  h a v e  a n  

i n c r e a s e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  r e g e n e r a t i n g  l i v e r .  

C e l l  c o u n t s  h a v e  shown t h a t  t h e r e  i s  a l s o  a  4 0 - f o l d  i n c r e a s e  

i n  t h i s  t y p e  o f  c e l l  i n  r e g e n e r a t i n g  l i v e r .  T hus t h e  a l k a l ­

i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  may 

b e  d u e  t o  t h e  a c t i v i t y  o f  c o n t a m i n a t i n g  b i l e  c a n a l i c u l i  a n d  

n u c l e i  o f  t h e  s i n u s o i d a l  c e l l s .

D i f f e r e n c e s  b e tw e e n  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

o f  t h e  n u c l e u s  a n d  t h a t  o f  t h e  c y t o p l a s m  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  

a  l a t e r  s e c t i o n .

E a r l i e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f  5 1- n u c l e o t i d a s e  

a c t i v i t y  i n  t h e  n u c l e u s  was o b t a i n e d  f r o m  h i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  

u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  G om ori (1 9 3 9 )  t e c h n i q u e  ( N o v i k o f f ,  

1952  a n d  P e a r s e  a n d  R e i s ,  1 9 5 2 ) .  One d i f f i c u l t y  e n c o u n t e r e d  

w as t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  s p e c i f i c  5 1- n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  

f r o m  n o n - s p e c i f i c  a l k a l i n e  p h o s p h a t e  a c t i v i t y  w i t h o u t



m o d i f y i n g  t h e  c o n d i t i o n s  t o  s u c h  a n  e x t e n t  a s  t o  i n c r e a s e  

t h e  c h a n c e  o f  m i s l e a d i n g  r e s u l t s  due  t o  d i f f u s i o n  o f  c a l c i u m  

p h o s p h a t e .  I n  t h e  p r e s e n t  w ork  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t y  a t  pH 7 . 5  h a s  b e e n  shown t o  be  n e g l i g i b l e  a n d  c o u l d  

n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  v a l u e s  o f  5 T- n u c l e o t i d a s e  a c t i v i t y  f o u n d  

a t  t h i s  pH i n  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n .

The A c id  P h o s p h a t a s e s  o f  L i v e r .

E v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  b o t h  a  t y p e  I I  a n d  a  

t y p e  I I I  p h o s p h a t a s e  i n  l i v e r  t i s s u e  was o f  a  v e r y  i n d e f i n i t e  

c h a r a c t e r  a n d  n o  r e p o r t  o f  t h e  i s o l a t i o n  o r  f r a c t i o n a t i o n  o f  

a  t y p e  I I I  enzym e f r o m  a n y  m am m alian  t i s s u e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  

( s e e  R o c h e ,  1 9 5 0 ) .  I t  w as  t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  i n v e s t i g a t e  

t h e  n a t u r e  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  c o m p le x  o f  l i v e r  i n  a n  

e n d e a v o u r  t o  d e m o n s t r a t e  m ore c l e a r l y  t h e  m u l t i p l e  n a t u r e  o f  

t h e  s y s t e m  p r e s e n t .

Two m e th o d s  o f  a p p r o a c h  w e re  a d o p t e d ;  f i r s t l y  t h e  

e f f e c t  o f  a  s e r i e s  o f  s u b s t a n c e s  on t h e  p H - a e t i v i t y  c u r v e  o f  

f r e s h ,  u n f r a c t i o n a t e d  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  was s t u d i e d  a n d  

s e c o n d l y  a n  a t t e m p t  w as  made to  f r a c t i o n a t e  t h e  tw o en zy m es  

b y  a c e t o n e  p r e c i p i t a t i o n  I n  th e  p r e s e n c e  o f  z i n c  i o n s .

The r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  s t u d y  

c l e a r l y  i n d i c a t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e r e  b e i n g  a  t y p e  I I  

a n d  a  t y p e  I I I  enzym e p r e s e n t  i n  t h e s e  h o m o g e n a t e s .  The



o v e r a l l  p i c t u r e  o b t a i n e d  w as  o f  one enzym e h a v i n g  a  pH 

o p tim u m  b e tw e e n  pH 3 . 5 - 4 . 0 ,  w h i l e  t h e  o t h e r  w as  o p t i m a l l y  

a c t i v e  a t  pH 5 . 0 - 5 . 5 .  The f o r m e r  enzyme a p p e a r e d  t o  b e

a c t i v a t e d  b y  v e r o n a l ,  w h i l e  t h e  l a t t e r  a p p e a r e d  t o  be  i n h i b i t e d  

by  t h i s  s u b s t a n c e .  V a r i o u s  m e t a l l i c  i o n s  v a r i e d  i n  t h e i r  

e f f e c t  on  t h e  two e n z y m e s .  Mg++ a p p e a r e d  t o  i n a c t i v a t e  t h e  

f o r m e r  b u t  t o  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  on t h e  l a t t e r .  Cu4 4  i o n s ,  

e v e n  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .0 0 0 2 M , i n h i b i t e d  t h e  l a t t e r  

b u t  h a d  no  e f f e c t  on t h e  f o r m e r .  Ba4 4  i o n s  a c t i v a t e d  b o t h  

en zy m es  t o  a  s l i g h t  e x t e n t ,  w h e r e a s  Zn++ i o n s  c a u s e d  c o n ­

s i d e r a b l e  i n h i b i t i o n  i n  b o t h  i n s t a n c e s .  C i t r a t e  i n h i b i t e d  

t h e  enzym e o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  low  pHs b u t  h a d  n o  e f f e c t  on  

t h e  o t h e r .  F l u o r i d e  c a u s e d  c o n s i d e r a b l e  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  

e n z y m e s ,  w h i l e  CN” i o n s  h a d  l i t t l e  e f f e c t  on  e i t h e r .  DL- 

t a r t r a t e  a p p e a r e d  t o  i n h i b i t  t h e  enzym e w i t h  t h e  l o w e r  o p t i ­

mum pH a l m o s t  c o m p l e t e l y ,  w h e r e a s  t h e  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  a t  

h i g h e r  pHs was l e s s  m a rk e d .

A b u l  F a d l  a n d  K in g  (1 9 4 9 d )  c a r r i e d  o u t  a  s i m i l a r  

s t u d y  on  t h e  t y p e  I I  a c i d  p h o s p h a t a s e s  o f  r e d  b l o o d  c e l l s  a n d  

p r o s t a t e  w h i l e  G ord o n  (1 9 5 2 )  e x a m in e d  t h e  e f f e c t s  o f  some o f  

t h e s e  s u b s t a n c e s  on t h e  enzym e i n  e x t r a c t s  o f  a d r e n a l  c o r t e x .  

T a b l e  3 . 2  c o m p a re s  some o f  t h e s e  w o r k e r s 1 d a t a  w i t h  t h a t  o b ­

t a i n e d  f o r  t h e  t y p e  I I  a c i d  p h o s p h a t a s e  o f  l i v e r  i n  t h e  

p r e s e n t  w o rk .



T ab le 5 . 2 .

S o u r c e  o f  Enzyme

S u b s t a n c e L i v e r P r o s t a t e Red B lo o d  C e l l A . C o r t e x

. 01M Mg** N i l si- Inhib 5|. Inhib. N i l

. 0002M Ou** -8 5 $ S1- Inhib. -9 5 $ -8 6 $

.01M CN~ N i l +12$ +8$ -

,01M D L - t a r t r a t e —4 1 $ +95$ N i l -9 1 $

. 01M P " -5 3 $ -9 6 $

00i -

0 . 5 $  F o r m a ld e h y d e 1 CT> oo N i l -1 0 0 $ -3 0 $

R e s u l t s  w i t h  r e d  b l o o d  c e l l ,  p r o s t a t e  a n d  l i v e r  

enzym e o b t a i n e d  u s i n g  .005M p h e n y l  p h o s p h a t e  i n  a c e t a t e  

b u f f e r s ;  t h o s e  w i t h  a d r e n a l  c o r t i c a l  enzym e o b t a i n e d  u s i n g  

f t  - g l y c e r o p h o s p h a t e  i n  a c e t a t e  b u f f e r s .



From  t h e s e  r e s u l t s  i t  w as  o b s e r v e d  t h a t  n o n e  o f  t h e

t y p e  I I  en zy m e s  w as e x a c t l y  s i m i l a r  i n  i t s  b e h a v i o u r  i n  t h e

p r e s e n c e  o f  a l l  t h e  s u b s t a n c e s .  The q u e s t i o n  a r i s e s  a s  t o  

w h e t h e r  t h e s e  d i f f e r e n c e s  a r e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n

p r o t e i n  c o n t e n t ,  e t c . ,  o f  t h e  t i s s u e  e x t r a c t s  due t o  t h e i r

b e i n g  p r e p a r e d  f r o m  d i f f e r e n t  t i s s u e s  o r  w h e t h e r  t h e  enzym es 

t h e m s e l v e s  a r e  d i f f e r e n t  i n  n a t u r e .  T h i s  q u e s t i o n  c a n  o n l y  

b e  s e t t l e d  when s t u d i e s  on  m ore  p u r i f i e d  enzym e s o l u t i o n s  

a r e  c a r r i e d  o u t .  I n  t h i s  c o n n e c t i o n  i t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  

n o t e  t h a t  A n a g n o s t o p o l o u s  ( 1 9 5 5 ) ,  w o r k in g  w i t h  p u r i f i e d  

p r o s t a t e  p h o s p h a t a s e ,  f o u n d  t h a t  L - t a r t r a t e  c a u s e d  a  9 5 $  

i n h i b i t i o n .

A b u l - F a d l  and  K in g  f o u n d  t h a t  hum an l i v e r  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e  o v e r  t h e  pH r a n g e  4 - 6  w as a l m o s t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  

b y  .01M L - t a r t r a t e .  I t  w o u ld  b e  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  t h e  

e f f e c t  o f  L - t a r t r a t e  o n  r a t  l i v e r  t o  a s c e r t a i n  i f  a  s p e c i e s  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  t y p e  I I  a c i d  p h o s p h a t a s e  e x i s t e d  a s  w e l l  a s  

t h e  o r g a n  d i f f e r e n c e  s u g g e s t e d  a b o v e .

V a r i o u s  c r i t i c i s m s  m i g h t  b e  a p p l i e d  t o  t h e  u s e  o f  

t h i s  m e th o d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  two e n zy m es  i n  a  

t i s s u e  e x t r a c t .  A n a g n o s t o p o l o u s  (1 9 5 3 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  

o f  c e r t a i n  o r g a n i c  a c i d s  on  p u r i f i e d  p r o s t a t e  p h o s p h a t a s e .

He f o u n d ,  i n  t h e  f i r s t  p l a c e ,  t h a t  t h e  s h a p e  o f  t h e  pH- 

a c t i v i t y  c u r v e  o f  h i s  p r e p a r a t i o n  v a r i e d  a c c o r d i n g  a s  t o



w h e t h e r  t h e  a s s a y  w e re  c a r r i e d  o u t  u s i n g  - g l y c e r o p h o s p h a t e  

o r  p h e n y l p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e  a n d  F i g . 3 . 1 6  i s  t a k e n  f r o m  

h i s  r e s u l t s .

S e c o n d l y ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d  0 .01M  c i t r a t e ,  

t h e  c u r v e  w i t h  p h e n y l p h o s p h a t e  a s  s u b s t r a t e  w as s i m i l a r  t o  

t h a t  o b t a i n e d  w i t h  f t - g l y c e r o p h o s p h a t e .  T h i s  a u t h o r  d o e s

n o t  a r g u e  t h a t  t h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  t h e r e  a r e  

two a c i d  p h o s p h a t a s e s ,  i n  t h e  p r o s t a t e ,  b u t  e x p l a i n s  h i s  

r e s u l t s  a s  b e i n g  d u e  t o  t h e  c i t r a t e  e n h a n c i n g  t h e  a f f i n i t y  

o f  t h e  enzym e f o r  ^ $ * g ly e e ro ~ P 04 o a t  l o w e r  pH s. S i m i l a r l y ,  

i n  t h e  p r e s e n t  w o rk  i t  m i g h t  b e  a r g u e d  t h a t  th e  v a r i a t i o n  o f  

t h e  i n h i b i t i o n  w i t h  pH shown b y  v a r i o u s  s u b s t a n c e s  m i g h t  b e  

d u e  t o  t h e i r  a f f e c t i n g  t h e  a f f i n i t y  o f  a  s i n g l e  enzym e f o r  

i t s  s u b s t r a t e  t o  a  d i f f e r e n t  d e g r e e  a t  d i f f e r e n t  pH l e v e l s .

A n o t h e r  f a c t o r  w h i c h  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  when w o r k in g  

w i t h  u n f r a c t i o n a t e d  t i s s u e  p r e p a r a t i o n s  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  t h e  s u b s t a n c e  a d d e d  m ig h t  be a d s o r b e d  p r e f e r e n t i a l l y  o v e r  

a  c e r t a i n  pH r a n g e  b y  a  p r o t e i n  o r  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e  

e x t r a c t .  A d s o r b e d  s u b s t a n c e  w o u ld  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  i n t e r ­

f e r e  w i t h  t h e  enzyme s y s t e m  a n d  t h e  v a r i a t i o n  o f  i n h i b i t i o n  

c o u l d  b e  e x p l a i n e d  i n  t e r m s  o f  a d s o r p t i o n .

To obtain conclusive proof of the existence of two 
acid phosphatases an attempt to fractionate the two enzymes 
was undertaken.



The p r o b l e m  o f  s e p a r a t i n g  p r o t e i n  f r a c t i o n s  f r o m  

c o m p le x  m i x t u r e s  o f  p r o t e i n s  i s  I n d e e d  v e r y  i n v o l v e d  a n d  

t h e  s i m p l e s t  m e t h o d ,  u t i l i s i n g  t h e  s a l t i n g  o u t  e f f e c t  o f  

n e u t r a l  s a l t s ,  d e p e n d s  on f o u r  v a r i a b l e s  -  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  

p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  pH a n d  t e m p e r a t u r e .  The a d v a n t a g e  o f  

i n t r o d u c i n g  a  w a t e r - m i s c i b l e  o r g a n i c  s o l v e n t  i n t o  t h e  s y s te m  

i n c r e a s e s  t h e  n u m b e r  o f  p o s s i b i l i t i e s  a v a i l a b l e  f o r  t h e  

s e p a r a t i o n  o f  a  g i v e n  p r o t e i n  c o m p o n e n t .  A l t h o u g h ,  i n  t h e  

p r e s e n t  w o r k ,  t h e  f i n a l  p u r i f i c a t i o n  a c h i e v e d  was o n l y  1 4 -  

f o l d ,  i t  i s  t h e  v ie w  o f  t h e  p r e s e n t  a u t h o r  t h a t  a  much m ore  

h i g h l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  c o u l d  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  I f  

v a r i o u s  f a c t o r s  s u c h  a s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  t e m p e r a t u r e  

o f  p r e c i p i t a t i o n ,  e t c . ,  w h ic h  w e re  n o t  s t u d i e d  h a d  b e e n  

t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n .

I t  i s  o b v io u s  t h a t  a  b e t t e r  m e th o d  f o r  i s o l a t i n g  t h e  

enzym e f r o m  l i v e r  m u s t  b e  f o u n d .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  

t o  o b t a i n  a  c l e a r  enzyme s o l u t i o n  w ere  c a r r i e d  o u t  b y  e x ­

t r a c t i n g  w i t h  a c e t a t e  b u f f e r  a t  a  s e r i e s  o f  pHs b e tw e e n  3 . 5  

a n d  7 . 0 .  I s o - e l e c t r i c  p r e c i p i t a t i o n  a t  pH 5 . 0  g a v e  t h e  

b e s t  r e s u l t s .  The p u r i f i c a t i o n  i n  t e r m s  o f  u n i t s / m g .  p r o ­

t e i n  o b t a i n e d  w i t h  t h i s  m e th o d  was o n l y  a  f r a c t i o n  o f  t h a t  

a c h i e v e d  b y  L on d o n  a n d  H udson  (1 9 5 3 )  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  

p r o s t a t e  p h o s p h a t a s e  u t i l i s i n g  a  s i m i l a r  m e th o d .  T h e s e  

w o r k e r s  f o u n d  t h a t  e x t r a c t i o n  o f  p r o s t a t e  w i t h  a c e t a t e  b u f f e r



o f  pH 5 . 0  g a v e  a  2 1 - f o l d  p u r i f i c a t i o n  a n d  o n  d i a l y s i n g  t h e  

e x t r a c t s  a  f u r t h e r  2 - f o l d  i n c r e a s e  i n  p u r i t y  w as o b t a i n e d .

5 8 $  o f  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  w as  s t i l l  p r e s e n t  a t  t h i s  s t a g e .  

T h e s e  f i g u r e s  a r e  t o  b e  c o m p a re d  w i t h  t h e  1 . 6 - f o l d  p u r i f i c a ­

t i o n  a n d  t h e  80$  l o s s  I n  a c t i v i t y  o b t a i n e d  w i t h  t h e  same 

o p e r a t i o n s  on r a t  l i v e r .  The low p u r i t y  f i g u r e s  c o u l d  p o s ­

s i b l y  b e  e x p l a i n e d  a s  b e i n g  l a r g e l y  due  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  t y p e  o f  p r o t e i n  p r e s e n t  i n  t h e  two t i s s u e s .  I n  t h e  

p r o s t a t e  a  l a r g e  am oun t o f  t h e  p r o t e i n  w o u ld  b e  i n  t h e  fo rm  

o f  i n s o l u b l e  f i b r o u s  p r o t e i n  a n d  t h e  low  r e c o v e r i e s  o f  t h e  

l i v e r  enzym e s u g g e s t  t h a t  t h i s  enzym e w as  m ore  l a b i l e  t h a n  

t h e  p r o s t a t e  e n zy m e .

A f u l l e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  I h e .p r e s e n c e  o f  Zn++ i o n s  w h e re  t h e
+ +e f f e c t s  o f  v a r y i n g  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  Zn i o n  c o n ­

c e n t r a t i o n  and  t e m p e r a t u r e  o f  p r e c i p i t a t i o n  i s  a l s o  w o r t h y  

o f  c o n s i d e r a t i o n .

The l i m i t a t i o n s  o f  m e th o d s  s u c h  a s  t h a t  o f  L o w ry ,  

R o s e b r o u g h ,  F a r r  an d  R a n d a l l  (1 9 5 1 )  f o r  d e t e r m i n i n g  p r o t e i n s  

w e re  e x e m p l i f i e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o rk .  D e s p i t e  t h e  c l a i m  

b y  t h e s e  a u t h o r s  t h a t  t h e i r  m e th o d  w as  v e r y  c o n v e n i e n t  f o r  

f o l l o w i n g  p r o t e i n  f r a c t i o n a t i o n ,  t h i s  was n o t  f o u n d  t o  b e  th e  

c a s e .  T h i s  i s  q u i t e  u n d e r s t a n d a b l e  f ro m  a  c o n s i d e r a t i o n  o f  

t h e i r  m e th o d ,  w h ic h  c o n s i s t s  o f  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  b i u r e t



c o l o u r  r e a c t i o n  a n d  t h e  F o l o n - C i o c a l t e u  p h e n o l  r e a c t i o n .  I n  

c o m p a r in g  c o m p le x  m i x t u r e s  o f  p r o t e i n s  w h e re  t h e  a v e r a g e  

t y r o s i n e  c o n t e n t  d o e s  n o t  v a r y  a p p r e c i a b l y ,  good  c o r r e l a t i o n  

b e tw e e n  t h i s  m e th o d  a n d  m e th o d s  d e p e n d in g  on  N - d e t e r m i n a t i o n s  

i s  t o  b e  e x p e c t e d .  As t h e  c o m p o n e n ts  o f  a  p r o t e i n  m i x t u r e  

becom e s e p a r a t e d  i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  s u p p o s e  t h a t  t h e  v a r i o u s  

f r a c t i o n s  w i l l  d i f f e r  a p p r e c i a b l y  i n  t y r o s i n e  c o n t e n t  a n d  

t h u s  t h e  c h a n c e  o f  o b t a i n i n g  a  good  c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  t h e  

p r o t e i n  c o n t e n t  d e t e r m i n e d  b y  t h i s  m e th o d  a n d  t h a t  b a s e d  on 

N c o n t e n t s  b e co m e s  l e s s .  The a u t h o r s  t h e m s e l v e s  sh o w ed  t h a t  

t h e  same am oun t o f  d i f f e r e n t  p r o t e i n s  g a v e  d i f f e r e n t  a m o u n ts  

o f  c o l o u r .

P a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a l t h o u g h  a  c o n v e n i e n t  a n d  

r a p i d  m e th o d ,  was f o u n d  t o  be  u n s u i t a b l e  i n  t h e  p r e s e n t  i n ­

s t a n c e  t o  s e p a r a t e  t h e  tw o enzym e f r a c t i o n s  w h ic h  w e re  dem on­

s t r a t e d  by  f r e e  e l e c t r o p h o r e s i s .

The f i n a l  f r a c t i o n a t i o n  a c h i e v e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  

on t h e  T i s e l i u s  a p p a r a t u s  i s  t h e  m o s t  c o n v i n c i n g  i n d i c a t i o n  

t h a t  m o re  t h a n  one  a c i d  p h o s p h a t a s e  i s  p r e s e n t  i n  r a t  l i v e r .  

The pH o p t i m a  o f  th e  f a s t  f r a c t i o n  w e re  d i s t i n c t l y  d i f f e r e n t  

f r o m  t h o s e  o f  t h e  s lo w  f r a c t i o n  a n d  a  s u m m a tio n  o f  t h e  pH 

a c t i v i t y  c u r v e s  o f  t h e  f a s t  a n d  s lo w  f r a c t i o n s  a c c o u n t s  

s a t i s f a c t o r i l y  f o r  t h e  s h a p e  o f  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  o f  t h e  

m a in  f r a c t i o n ,  g o o d  e v i d e n c e  t h a t  an  a c t u a l  s e p a r a t i o n  h a s



b e e n  a c h i e v e d .  The f i n a l  f r a c t i o n s  w e re  n o t  p u r e  e n o u g h ,  

h o w e v e r ,  t o  p e r m i t  k i n e t i c  s t u d i e s  t o  b e  c a r r i e d  o u t  t o  

c o n f i r m  t h e  m u l t i p l e  n a t u r e  o f  t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e s  o f  l i v e r .

The f a c t  t h a t  tw o  a c i d  p h o s p h a t a s e s  h a v e  b e e n  show n 

t o  e x i s t  w i t h  d i f f e r e n t  pH o p t i m a  b u t  t h e  same a p p a r e n t  

i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n ,  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  t h e i r  

p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n .  N o r b e r g  (1 9 5 1 )  f o u n d  a  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  s h a p e  o f  t h e  p H - a c t i v i t y  c u r v e  o f  r a t  l i v e r  a c i d  

p h o s p h a t a s e  d u r i n g  p r o c e s s e s  o f  r e g e n e r a t i o n  a n d  i t  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  ( G o o d la d ,  M i l l s  a n d  S m i th ,  1 9 5 1 )  t h a t  r a t  l i v e r  

a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y ,  a s s a y e d  a t  pH 5 . 5 ,  show ed  a  5 0 $  

i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  i n  r a t s  w h ic h  h a d  b e e n  m a i n t a i n e d  o n  a  

low  p r o t e i n ,  low c h o l i n e  d i e t  a l t h o u g h  th e  a c t i v i t y  a s s a y e d  

a t  pH 3 . 7 5  show ed  n o  c h a n g e .

I t  t h u s  a p p e a r s  t h a t  t h e  enzym es h a v e  d i f f e r e n t  

p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s .

The A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e s  o f  L i v e r .

S in c e  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  r a t  l i v e r  

h a s  b e e n  shown t o  a l t e r  m a r k e d ly  u n d e r  v a r i o u s  c o n d i t i o n s  

s u c h  a s  p a r t i a l  h e p a t e e t o m y  a n d  p r o t e i n  d e p l e t i o n ,  a  com­

p l e t e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m  t u r e  o f  t h e  enzyme s y s t e m  

p r e s e n t  i s  o b v i o u s l y  e s s e n t i a l  b e f o r e  a n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  

t h e  o b s e r v e d  v a r i a t i o n s  i n  a c t i v i t y  c a n  be  m ad e .



From  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  s t u d y  o f  t h e  p H - a c t i v i t y  

c u r v e s  o f  t h e  n u c l e a r  a n d  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o f  n o r m a l  

r a t  l i v e r  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  n u c l e u s  c o n t a i n e d  a  s i n g l e  

enzym e s h o w in g  o p tim u m  a c t i v i t y  a t  pH 1 0 . 0 5 .  T h e re  a p p e a r e d  

t o  b e  two enzym es p r e s e n t  i n  th e  c y t o p l a s m ,  one  o p t i m a l l y  

a c t i v e  a t  pH 1 0 .0 5  an d  th e  o t h e r  som ew here  a r o u n d  pH 8 . 5 -  

9 . 5 0 .  The a c t i v a t i n g  e f f e c t  o f  Mg** i o n s  o n  t h e  c y t o p l a s m i c  

enzym e o p t i m a l l y  a c t i v e  a t  t h e  lo w e r  pH d i s t i n g u i s h e d  i t  

f ro m  t h e  o t h e r  enzym e I n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  a l s o  f ro m  t h e  

n u c l e a r  en zy m e . T h i s  l a t t e r  enzyme a p p e a r e d  s i m i l a r  i n  

many w ays  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  enzym e w h ic h  show ed o p t i m a l  

a c t i v i t y  a t  t h e  h i g h e r  pH.

T he  e x i s t e n c e  o f  two a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  i n  c y t o ­

p l a s m  w as s u g g e s t e d  a l s o  f r o m  th e  p H - a c t i v i t y  c u r v e s  o f  

n u c l e a r  an d  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  o b t a i n e d  f r o m  r e g e n e r a t i n g  

l i v e r s .  A l t h o u g h  no g r e a t  q u a n t i t a t i v e  c h a n g e  i n  a c t i v i t y  

w as a p p a r e n t ,  two w e l l - d e f i n e d  p e a k s  o f  a c t i v i t y  w ere  o b t a i n ­

e d  w i t h  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o f  one  r a t  l i v e r  ( F i g . 4 . 5 ) .  

The f a i l u r e  t o  f i n d  a  r a i s e d  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

i n  t h e s e  l i v e r s  may h a v e  b e e n  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  r a t s  

w e re  n o t  e x a m in e d  - u n t i l  t h e  t h i r d  day  a f t e r  o p e r a t i o n  a n d ,  

b y  t h i s  t i m e ,  t h e  r i s e  i n  enzyme a c t i v i t y  may h a v e  p a s s e d .

W h ile  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  k i n e t i c  s t u d i e s  on s u c h  

c r u d e  p r e p a r a t i o n s  a s  t i s s u e  h o m o g e n a te  i s  o p e n  t o  c r i t i c i s m



i t  s h o u l d  b e  b o r n e  i n  m in d  t h a t  t h e  p r e s e n t  w o rk  w as m a in ly -  

u n d e r t a k e n  to  a s c e r t a i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m ore  t h a n  one enzym e 

a n d  n o t  a s  an  a t t e m p t  t o  e v a l u a t e  a c c u r a t e  enzym e k i n e t i c  

d a t a .  A l t h o u g h  t h e  v a l u e s  o f  Ks f o r  t h e  n u c l e a r  a c t i v i t y  

a t  pH 1 0 . 0 5 ,  t h e  c y t o p l a s m i c  a c t i v i t y  a t  pH 1 0 .0 5  a n d  t h e  

c y t o p l a s m i c  a c t i v i t y  a t  pH 9 . 2 2  w e re  a l l  d i f f e r e n t ,  i t  i s  

f e l t  t h a t  t o o  m uch w e i g h t  s h o u l d  n o t  b e  p u t  on  t h e s e  r e s u l t s .  

The Ks v a l u e  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  v e l o c i t y  o f  c o m b i n a t i o n  o f  

t h e  enzym e w i t h  t h e  s u b s t r a t e  an d  t h i s  h a s  b e e n  shown t o  

v a r y  m a r k e d l y  w i t h  pH I n  a  n u m b e r  o f  c a s e s  (D ix o n  1 9 5 3 ;  Van 

S l y k e ,  1 9 4 2 ) ,  a l t h o u g h  S m i th  (1 9 5 2 )  f o u n d  n o  v a r i a t i o n  I n  Ks 

v a l u e s  w i t h  pH f o r  h e r  p u r i f i e d  g l u c u r o n i d a s e  f r a c t i o n s .

I t  i s  w o r t h  n o t i n g  i n  t h e  p r e s e n t  c a s e  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  

b e tw e e n  t h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  when 

a s s a y e d  a t  pH 1 0 .0 5  a n d  pH 9 . 2 2  i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  d i f f e r e n c e  

o b s e r v e d  b e tw e e n  t h e  c y t o p l a s m i c  a n d  n u c l e a r  f r a c t i o n s  a t  

pH 1 0 . 0 5 .

S i z e r  (1 9 3 7 )  f o u n d  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  e n e r g y  o f  

y e a s t  i n v e r t a s e  w as c o n s t a n t  o v e r  t h e  pH r a n g e  3 . 2 - 7 . 9 .

The same a u t h o r  ( S i z e r ,  1 9 4 3 )  h a s  r e v i e w e d  t h e  s u b j e c t  o f  

t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on  en zy m ic  r e a c t i o n s  a n d  c i t e s  

n u m e ro u s  o t h e r  e x a m p l e s  w h e re  t h i s  c o n s t a n c y  h a s  b e e n  o b s e r v e d .  

He a l s o  s t a t e s  t h a t  t h e  v a l u e  o f  t h e  a c t i v a t i o n  e n e r g y  i s  

u n a f f e c t e d  by  t h e  s t a t e  o f  p u r i t y  o f  t h e  p r e p a r a t i o n .  I n



v ie w  o f  t h e s e  f a c t s  i t  seem s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  a c c e p t  t h e  

o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  i n  a c t i v a t i o n  e n e r g i e s  o b s e r v e d  a t  pHs 

9 . 2 2  a n d  1 0 .0 5  w i t h  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  a s  e v i d e n c e  

f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  tw o d i s t i n c t  e n z y m e s .

The f r a c t i o n a t i o n  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  f a i l e d  t o  p r o ­

d u c e  a n y  i n d i c a t i o n  o f  t h e  c o m p le x  n a t u r e  o f  r a t  l i v e r  a l k a l ­

i n e  p h o s p h a t a s e .  T h i s  f a c t  I n  i t s e l f  c a n n o t  be  t a k e n  t o  

m ean t h a t  s u c h  a  p o s s i b i l i t y  d o e s  n o t  e x i s t .  I n  t h e  I n i t i a l  

a u t o l y s i s  o f  t h e  t i s s u e  t h e r e  i s  a  d a n g e r  t h a t  one enzym e 

m i g h t  h a v e  b e e n  i n a c t i v a t e d .  T h a t  t h i s  may h a v e  o c c u r r e d  

i n  t h e  p r e s e n t  c a s e  i s  s u g g e s t e d  b y  t h e  i n c r e a s e d  a c t i v a t i n g  

e f f e c t  o f  Mg++ I o n s  a t  pH 1 0 .0 5  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  

p r e p a r e d  b y  p r e c i p i t a t i n g  w i t h  6 0 $  a l c o h o l .

P a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  f a i l e d  t o  show t h e  p r e s e n c e  o f  

tw o  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  i n  a  p u r i f i e d  k i d n e y  p r e p a r a t i o n  

(L ev y  a n d  Ivlazia , 1 9 5 3 )  w h i l e  G i r i ,  e t  a l .  (1 9 5 2 )  c l a i m e d  a  

s e p a r a t i o n  o f  two p h o s p h a t a s e s  f r o m  a n  a c e t o n e  d r i e d  p o w d e r  

o f  k i d n e y .  One f a c t o r  w h ic h  m u s t  n o t  b e  o v e r l o o k e d  i n  d i s ­

c u s s i n g  r e s u l t s  o b t a i n e d  f ro m  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  i s  t h e  

p o s s i b l e  d e n a t u r i n g  e f f e c t  o f  t h e  e l e c t r i c  c u r r e n t  o n  a n  

e n zy m e . I n  t h i s  c o n n e c t i o n  i t  w as  f o u n d  by S m i th  (1 9 5 2 )  

t h a t  h i g h l y  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  fb  - g l u c u r o n i d a s e  

w h ic h  show ed  m u l t i p l e  p e a k s  of a c t i v i t y  u n d e r w e n t  a  t r a n s ­

f o r m a t i o n  d u r i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  on f i l t e r  p a p e r  o r  o n  t h e



T i s e l i u s  a p p a r a t u s  to  g i v e  a  s i n g l e  p e a k  o f  a c t i v i t y .  I n  

t h e  p r e s e n t  w o rk ,  a l s o ,  p a p e r - e l e c t r o p h o r e s i s  f a i l e d  t o  show 

m ore  t h a n  one  e n zy m e .

The r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t ,  h o w e v e r ,  d i d  i n d i c a t e  

t h a t  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  f a s t e s t  m o v in g  p r o t e i n  c o m p o n e n t  w h ic h  s u g g e s t s  t h a t  a  

m e th o d  o f  p u r i f y i n g  t h e  enzym e m i g h t  be  a c h i e v e d  u s i n g  

e l e c t r o p h o r e s i s  on  t h e  T i s e l i u s  a p p a r a t u s .  R oche a n d  

B o u c h i l l o u x  (1 9 5 3 )  an d  L ev y  an d  M a z ia  (1 9 5 3 )  h a v e  s u g g e s t e d  

t h a t  a  s i m i l a r  p r o c e s s  m i g h t  b e  u s e f u l  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  

o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  o f  i n t e s t i n a l  m u co sa  a n d  k i d n e y .

The H y d r o l y s i s  o f  H ex o se  M o n o p h o s p h a te s .

B ro h -K a h n  a n d  M ir s k y  (1 9 4 8 )  l i s t e d  4 p o s s i b l e  p a t h ­

w a y s  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  G - l - P

a )  d i r e c t  d e p h o s p h o r y l a t i o n  by  a  s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e :

b )  some g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  d e p h o s p h o r y l a t e d  d i r e c t l y  

b y  a  p h o s p h a t a s e ,  s p e c i f i c  f o r  t h i s  e s t e r ,  w h i l e  

t h e  r e s t  m i g h t  be  c o n v e r t e d  i n t o  g l u c o s e - 6 - p h o s -  

p h a t e ,  w h ic h  i n  t u r n  i s  h y d r o l y s e d  b y  g l u c o s e - 6 -  

p h o s p h a t a s e :

c )  some G - l - P  m i g h t  b e  c o n v e r t e d  t o  G-6 - P  a n d  t h e  r e ­

m a i n i n g  G - l - P  a n d  t h e  G -6 -P  m i g h t  b e  d e p h o s p h o r y l a t  

e d  b y  t h e  same e n z y m e :



d )  a l l  t h e  G - l - P  m u s t  be c o n v e r t e d  t o  G -6 - P  a s  a  

n e c e s s a r y  s t e p  i n  i t s  h y d r o l y s i s  a n d  th e  l a t t e r  

com pound h y d r o l y s e d  by  a  s p e c i f i c  g l u c o s e - 6- p h o s -  

p h a t a s e .

The f i r s t  p a th w a y  i s  n o t  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  f a c t  

t h a t  n o  i n d i v i d u a l  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o f  r a t  l i v e r  homo­

g e n a t e s  b r o u g h t  a b o u t  a  s i g n i f i c a n t  d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  

G - l - P  b u t  c o m b i n a t i o n s  o f  e i t h e r  t h e  m ic r o s o m a l  a n d  s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n  o r ,  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  t h e  m i t o c h o n d r i a l  a n d  s u p e r ­

n a t a n t  f r a c t i o n s  b r o u g h t  a b o u t  c o n s i d e r a b l e  h y d r o l y s i s .  No 

f r a c t i o n  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t o  c o n t a i n  a  s p e c i f i c  g l u c o s e - 1 -  

p h o s p h a t a s e .  T h i s  f a c t  a l s o  m akes t h e  s e c o n d  a n d  t h e  t h i r d  

p r o p o s e d  m e c h a n is m  h i g h l y  i m p r o b a b l e .

The f o u r t h  s u g g e s t e d  r o u t e  o f  h y d r o l y s i s  i s  i n  k e e p i n g  

w i t h  th e  o b s e r v e d  r e s u l t s  a n d  I s  i n d e e d  t h e  o n l y  l o g i c a l  

e x p l a n a t i o n .

T h i s  s e c t i o n  o f  t h e  w o rk  i l l u s t r a t e s  t h e  n e e d  f o r  

c a u t i o n  i n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  c r u d e  

enzym e p r e p a r a t i o n s .  I f  o n l y  t h e  r e s u l t s  shown i n  F i g u r e s  

5 . 1  a n d  2 a n d  1 . 5  h a d  b e e n  a v a i l a b l e ,  t h e n  i t  w ou ld  h a v e  b e e n  

q u i t e  j u s t i f i a b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  an d  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  a r e  h y d r o l y s e d  b y  tw o s e p a r a t e  e n z y m e s ,  

d i f f e r i n g  i n  t h e i r  p H - o p t im a ,  s e n s i t i v i t y  t o  Mg i o n s  a n d  

a c t i v i t y  i n  p r e s e n c e  o f  v a r y i n g  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s .



On t h e  o t h e r  h a n d ,  i f  d i e  r e s u l t s  o f  s u c h  a n  i n v e s t i ­

g a t i o n  a r e  t o  h a v e  a n y  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  t h e n  one  

m u s t  c o n t r i v e  t o  k e e p  c o n d i t i o n s  a s  n e a r  a s  p o s s i b l e  t o  

t h o s e  o c c u r r i n g  n a t u r a l l y .  I t  i s  s t i l l  a  m a t t e r  o f  some 

c o n j e c t u r e  w h e t h e r  e v e n  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  f r e s h  u n f r a c t i o n ­

a t e d  h o m o g e n a te s  c a n  b e  t a k e n  a s  a  t r u e  r e f l e c t i o n  o f  p r o ­

c e s s e s  o c c u r r i n g  i n  t h e  l i v e r  c e l l .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  

p r e s e n t  f i n d i n g s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  r e l a t i o n  t o  w i d e r  

a s p e c t s  o f  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m .

One o f  t h e  m o s t  i n t e r e s t i n g  f a c t s  a b o u t  t h e  i n t r a ­

c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  en zy m es  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

h y d r o l y s i s  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  i s  t h e  f a c t  t h a t  a  s p a t i a l  

s e p a r a t i o n  o f  t h e  c o m p o n e n ts  o f  t h e  enzym e s y s t e m  w as f o u n d  

t o  e x i s t .  The  r a t e  a t  w h ic h  l i v e r  s e c r e t e s  g l u c o s e  i n t o  t h e  

b l o o d  s t r e a m  d e p e n d s  on tw o  o p p o s in g  m e c h a n ism s  -  g l y c o g e n e s i s  

a n d  g l y c o g e n o l y s i s . H e rs  e t  a l . (1 9 5 1 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  e n zy m e s  o f  t h e  g l y c o l y t i c  c y c l e  w h ic h  t h e y  s t u d i e d  

o c c u r r e d  m ore o r  l e s s  c o m p l e t e l y  i n  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o ­

p l a s m  a n d  w i t h  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  t h e y  w e re  a b l e  t o  a c h i e v e  

1 0 0 $  r e c o v e r i e s  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  w hole  c e l l  i n  t h i s  

f r a c t i o n .  T h e se  w o r k e r s  a l s o  fo u n d  t h a t  7 0 - 8 0 $  o f  t h e  

g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was p r e s e n t  i n  t h e  m ic r o s o m a l  

f r a c t i o n  o f  l i v e r ,  a  f i n d i n g  w h ic h  h a s  b e en  c o n f i r m e d  i n  t h e  

p r e s e n t  w o r k .  The q u e s t i o n  a r i s e s :  d o e s  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e



w h ic h  i s  f o r m e d  d u r i n g  g l y c o l y s i s  i n  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  

s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  h a v e  t o  “p e n e t r a t e ” t h e  m ic ro s o m e s  

b e f o r e  h y d r o l y s i s ?  The e x i s t e n c e  o f  s u c h  a  s y s t e m  s u g g e s t s  

n u m e ro u s  p o s s i b i l i t i e s .  The c o n t r o l  o f  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  

b re a k d o w n  an d  c o n s e q u e n t l y  t h e  c o n t r o l  o f  b l o o d  s u g a r  l e v e l  

c o u l d  b e  d e p e n d e n t  u p o n  th e  r a t e  a t  d i i c h  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t e  

e n t e r s  t h e  m ic ro s o m e  and i t  i s  t e m p t i n g  t o  s u g g e s t  t h a t  a  

m i c r o s o m a l  “b a r r i e r ” e x i s t s .  I t  i s  n o t  i n t e n d e d  h e r e  t o  

d i s c u s s  t h e  p o s s i b i l i t i e s  o f  s u c h  a  s t r u c t u r e ,  b u t  i t  I s  o f  

i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  B e r t h e t  a n d  De Duve (1 9 5 1 )  f o u n d  t h a t  

l i v e r  a c i d  p h o s p h a t a s e  w as c o n c e n t r a t e d  i n  a  m i t o c h o n d r i a l -  

l i k e  p a r t i c l e  w h ic h  a p p e a r e d  t o  b e  im p e rm e a b le  t o  f t  - g l y c e r o ­

p h o s p h a t e .  I n  f a c t  t h e  p a r t i c l e s  c o u l d  b e  i s o l a t e d  i n  an  

i s o t o n i c  s o l u t i o n  o f  t h i s  s u b s t a n c e  a n d  n o  h y d r o l y s i s  was 

o b s e r v e d  a s  l o n g  a s  t h e  p a r t i c l e s  r e m a in e d  i n t a c t  ( B e r t h e t ,  

B e r t h e t ,  A p p e lm an s  a n d  De D uve , 1 9 5 1 ) .  I f  s u c h  a  s y s t e m  

e x i s t e d ,  i t  c o u l d  be p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  h o r m o n a l  c o n t r o l  o f  

b l o o d  s u g a r  l e v e l  m ig h t  be e f f e c t e d  by  an  a l t e r a t i o n  i n  t h e  

r a t e  o f  e n t r y  o f  t h e  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  t o  t h e  m ic ro s o m e .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  i s  s y n t h e s i s e d  o r  s t o r e d  i n  t h e  m i c r o ­

som es  a n d  i s  “ s e c r e t e d ” i n t o  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o p l a s m  

a s  r e q u i r e d .  P u r i f i e d  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  h a s  b e e n  shown 

t o  b e  an  e x t r e m e l y  u n s t a b l e  enzym e (S w a n so n ,  1 950 ) w h ic h  i s



i n a c t i v a t e d  a t  room  t e m p e r a t u r e  i n  a  m a t t e r  o f  m i n u t e s ,  a n d  

i t  may b e  r a p i d l y  d e s t r o y e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  a n d  r e ­

p l e n i s h e d  f ro m  t h e  m ic r o s o m e s  a s  r e q u i r e d .  I n  t h i s  c o n ­

n e c t i o n  Moyson a n d  G a v o s to  (1 9 5 3 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  c h a n g e s  

i n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  

o f  r a t  l i v e r  f o l l o w i n g  s h o c k .  T h ey  f o u n d  t h a t  t h e r e  w as a  

v e r y  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  am ount o f  t h i s  enzym e i n  

t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  an d  a l s o  t h a t  a  s i g n i f i c a n t  a c t i v i t y  

a p p e a r e d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  w h ic h  h a d  b e e n  d e v o i d  

o f  a c t i v i t y  i n  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s .  The c o n n e c t i o n  b e tw e e n  

h y p e r a c t i v i t y  o f  t h e  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  i n  t h e  l i v e r  an d  

t h e  h y p e r g l y c a e m i c  c o n d i t i o n s  o f  th e  a n i m a l s  w as  e m p h a s i s e d .

A l t h o u g h  n o  a t t e m p t  was made t o  s t u d y  th e  p r o p e r t i e s  

o f  l i v e r  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  i n  d e t a i l ,  i t  w as  f o u n d  i n  t h e  

p r e s e n t  w o rk  t h a t  t h e  pH op tim um  and  e f f e c t  o f  Mg** i o n s  

w e re  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  p r e p a r a t i o n s  f r o m  o t h e r  

s o u r c e s  ( N a j j a r ,  1 9 4 8 ;  C a r d i n i ,  1 9 5 1 ) .  P r e l i m i n a r y  

s t u d i e s  on t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  enzyme show ed I t  t o  be  

r e s i s t a n t  t o  h e a t i n g  t o  6 3 °  f o r  3 m i n u t e s  a n d  a l s o  t h a t  

m o s t  o f  t h e  a c t i v i t y  c o u ld  b e  p r e c i p i t a t e d  b e tw e e n  4 0 - 5 0 $  

s a t u r a t i o n  w i t h  ammonium s u l p h a t e .

The f i n d i n g  t h a t  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e  was h y d r o l y s ­

e d  b y  a  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te  was o f  i n t e r e s t  i n  v ie w  o f  t h e



f a i l u r e  o f  C o r i ,  e t  a l . (1 9 3 8 )  t o  f i n d  a n y  h y d r o l y s i s  o f

t h i s  s u b s t a n c e  by l i v e r  e x t r a c t s .  The a c t i v i t y  o b s e r v e d

w i t h  t h i s  s u b s t r a t e  w as o f  a  m uch l o w e r  o r d e r  t h a n  t h a t  o b -

s e r v e d  w i t h  g l u c o s e  p h o s p h a t e .  T h i s  l a t t e r  com pound i s
'v Ritchie.

n e v e r  f o u n d  f r e e  i n  l i v e r  w h e r e a s  K o s t e r l i t z \ ( 1 9 4 3 ) ,  a f t e r  

f e e d i n g  l a r g e  a m o u n ts  o f  g a l a c t o s e  t o  r a b b i t s ,  was a b l e  t o  

i s o l a t e  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e  f r o m  t h e i r  l i v e r s .  I n  v ie w  

o f  t h e  f a i l u r e  to  f i n d  a  s p e c i f i c  g l u c o s e - l - p h o s p h a t a s e , t h e  

m e c h a n is m  w h e r e b y  t h e  g a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e  i s  h y d r o l y s e d  i s  

o f  i m p o r t a n c e .

The W a ld e n a s e  s y s t e m  h a s  n o t  y e t  b e e n  r e p o r t e d  a s

o c c u r r i n g  i n  l i v e r  b u t  t h e  m o s t  p r o b a b l e  r o u t e  o f  g a l a c t o s e - l -

p h o s p h a t e  h y d r o l y s i s  i s  v i a  t h e  f o l l o w i n g  p a t h w a y : -

G a l a c t o s e - l - p h o s p h a t e

W a ld e n a s e  
r

G lu e  o s  e - 1 -p h o  s p h a t e

Pho s p h o  g l u e  orau t a  s e 

G l u c o s e - 6- p h o s p h a t e

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e

G lu c o s e  -h P04  *

C l e a r l y  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  th e  m e c h a n is m  o f  h y d r o l y s i s  

o f  b o t h  1 -  a n d  6- p h o s p h o g a l a c t o s e  b y  l i v e r  w o u ld  b e  o f  i n t e r e s t  

i n  many r e s p e c t s .  The q u e s t i o n  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  l i v e r  

W a ld e n a s e  s y s t e m  a n d  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  l i v e r  p h o s p h o g l u c o -



m u ta s e  and. g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a r e  a l l  o f  g r e a t  i m p o r t a n c e  

i n  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  c l e a r  p i c t u r e  o f  t h e  p r o c e s s e s  o f  

h e x o s e  m e t a b o l i s m  i n  t h e  a n i m a l  o r g a n i s m .

K lenaw  (1 9 5 3 )  ( p e r s o n a l  c o m m u n ic a t io n  t o  G .T . M i l l s )  

h a s  f o u n d  m u s c l e  p h o s p h o g lu c o m u ta s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  G - l ,  

6- d i P  t o  r e a c t  w i t h  g a l a c t o s e - l - P O ^  a t  a b o u t  V ]_0 Q th  t h e  

r a t e  w i t h  g l u c o s e - l - P 0 4 .

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  th e  h y d r o l y s i s  o f  

g a l a c t o s e - l - P O ^ .  may f o l l o w  a  d i f f e r e n t  p a th w a y  f r o m  t h a t  o f  

g l u c o s e - l - P O ^ .  S i n c e ,  i n  t h e  p r e s e n t  w o r k ,  t h e  r a t e  o f  

h y d r o l y s i s  o f  g a l a c t o s e - 1 - P 0 4  was m uch m ore t h a n  V ^ o O  t h a t  

o f  g l u c o s e - l - P O ^ ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  g a l a c t o s e - l - P O ^ .  i s  

h y d r o l y s e d  v i a  t h e  W a ld e n a s e  s y s t e m  a n d  n o t  b y  a  m e c h a n is m  

i n v o l v i n g  p r e l i m i n a r y  c o n v e r s i o n  t o  g a l a c t o s e - 6- P04 .



Summary.

1 . p H - a c t i v i t y  c u r v e s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  f o r  t h e

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  u s i n g  a s  

s u b s t r a t e s , o C -  a n d  /?>- g l y c e r o p h o s p h a t e ,  p h e n y l  p h o s p h a t e ,  

p - n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e ,  a d e n o s i n e - 3 1- p h o s p h a t e ,  a d e n o s i n e -  

5* - p h o s p h a t e , i n o s i n e - 5  ’ - p h o s p h a t e , g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  a n d  

g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e .

The e f f e c t  o f  Mg i o n s  on  t h e s e  c u r v e s  was a l s o

s t u d i e d .

E v i d e n c e  was o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  w h ic h  i n d i ­

c a t e d  t h e  p r e s e n c e  i n  l i v e r  o f  t h r e e  n o n - s p e c i f i c  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e s ,  a  n o n - s p e c i f i c  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  s p e c i f i c  

5 ' - n u c l e o t i d a s e  a n d  g l u c o s e - 6- p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .

2 .  The i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e s e  enzym es w as

s t u d i e d  u s i n g  t h e  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  m e th o d s  o f  

S c h n e i d e r  (1 9 4 8 )  and  Hogeboom, S c h n e i d e r  a n d  S t r i e b i c h  ( 1 9 5 2 ) .

A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a n d  5 ' - n u c l e o t i d a s e  w e re  t h e  

o n l y  en zy m es  f o u n d  i n  s i g n i f i c a n t  a m o u n ts  i n  t h e  n u c l e u s .  

N o n - s p e c i f i c  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w as p r e s e n t  i n  l a r g e  

a m o u n ts  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  i n  t h e  

m i c r o s o m e s .  The m ic r o s o m a l  f r a c t i o n  c o n t a i n e d  l a r g e  a m o u n ts  

o f  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a n d  5 ' - n u c l e o t i d a s e  

a c t i v i t y .  More t h a n  5 0 ^  o f  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y



w as f o u n d  i n  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o p l a s m .

3 .  The e f f e c t  o f  v a r i o u s  i n h i b i t o r s  a n d  a c t i v a t o r s  on  

t h e  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  r a t  l i v e r  h o m o g e n a te s  w as 

s t u d i e d  o v e r  a  w id e  pH r a n g e  a n d  th e  r e s u l t s  c o n f i r m e d  fr< 

t h e  e x i s t e n c e  o f  a t  l e a s t  two a c i d  p h o s p h a t a s e s .

4 .  F u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  tw o  a c i d  p h o s ­

p h a t a s e s  was o b t a i n e d  f r o m  f r a c t i o n a t i o n  s t u d i e s  i n v o l v i n g  

a c e t o n e  p r e c i p i t a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Zn++ i o n s  a n d  

e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  T i s e l i u s  a p p a r a t u s .

5 .  The a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o f  n u c l e a r  a n d  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  was f u r t h e r  s t u d i e d  i n  n o r m a l  a n d
f i t

r e g e n e r a t i n g  r a t  l i v e r s ,  and  f r o m  t h e  e f f e c t  o f  pH a n d  Mg 

i o n s  i t  w as  c o n c l u d e d  t h a t  tw o enzym es w e r e  p r o b a b l y  p r e s e n t  

i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  o n l y  one i n  t h e  n u c l e u s .  The p r e s e n c e  

o f  two a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  i n  t h e  c y t o p l a s m  w as a l s o  

s u g g e s t e d  f r o m  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  a c t i v a t i o n  e n e r g y  a t  

d i f f e r e n t  pH s.

F r a c t i o n a t i o n  an d  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  

f a i l e d  t o  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  m ore  t h a n  one  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e .

6 . The h y d r o l y s i s '  o f  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  b y  w h o le  t i s s u e  

e x t r a c t s  a n d  i n t r a c e l l u l a r  f r a c t i o n s  w as s t u d i e d  a l o n g  w i t h



some o f  the p r o p e r t ie s  o f  l i v e r  p h o sp h o g lu co m u ta se .

T he  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  m e c h a n ism  o f  h y d r o l y s i s  

o f  G - l - P  i s  h y  a  two s t a g e  p r o c e s s  i n v o l v i n g  a  p r e l i m i n a r y  

c o n v e r s i o n  t o  g l u c o s e - 6-PO4  a n d  s u b s e q u e n t  h y d r o l y s i s  o f  

t h i s  com pound b y  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e . No e v i d e n c e  f o r  

a n y  s e c o n d a i y  p a th w a y  w as o b t a i n e d .
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