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Fermentchemische Charakterisierung von
Carbonat-Hydrolasen (Carboanhydrasen) aus menschlichen Erythrocyten*

Von Econ E. RickLr

Theodor-Kocher-Institut und Organisch-Chemisches Institut der Universitit Bern

Summary

Carbonic anhydrase, a Zn-containing enzyme, catalyzes the
hydration of CO, and the dehydration of H,COq. These proper-
ties make it the powerful promotor of the CO, uptake in the
tissue and the discharge in the lungs. Besides this function,
carbonic anhydrase is also of importance in other biological
processes. The enzyme is widely distributed in the animal
kingdom, in plants, and it has also been found in certain bac-
teria.

The most abundant source of human carbonic anhydrase is
the red cell. The enzyme is isolated and purified by chromato-
graphy of erythrocyte hemolyzate on D E A E-Sephadex columns.
Other methods employ zone electrophoresis or column chro-
matography on Amberlite 1R c-50 of chloroform-ethanol treated
hemolyzate, By these methods, the enzyme is obtained in three
different, distinct, active fractions, designated A, B and C. The
most plentiful component is enzyme B, whereas the A- and C-
forms are present only in low concentrations. The three compo-
nents differ considerably in some of their properties. Physico-
chemical parameters are compiled in Table 1 in the text. The
carbonic anhydrase molecule has a highly compact structure
and the molecular shape is close to spherical.

The Zn atom can be dissociated reversibly by dialysis against
o-phenanthroline. The dissociation rate at pH 5.0 in the pre-
sence of the chelating agent is twice as fast as at pH 7.0. The
metalfree apoenzyme is enzymatically inactive; activity is re-
stored by adding Zn ions. Enzymatic activity is directly pro-
portional to the amount of protein-bound Zn.

The Zn atom can be replaced by other bivalent heavy-metal
ions, such as Co**, Nit*, Fet*, Mn**, Cd**, Cu™* and Hg**. The
Co derivative is about half as active as compared to the native
Zn enzyme. The other metalloproteins possess but a low degree
of residual activity or are entirely inactive, as for the Cu and
Hg derivatives. The Co enzyme shows four absorption maxima
between 510 and 650 myu. Spectral shifts of these maxima in-
duced by various carbonic anhydrase inhibitors, and the direct

* Vortrag, gehalten am 24. Februar 1967 vor der Berner Chemischen
Gesellschaft.

relation between enzyme activity and Zn content have led to
the conclusion that the Zn atom is the essential constituent of
the active center.

The sulfhydryl group of the sole cysteine residue in carbonic
anhydrase is not free to titrate in the native enzyme. It is acces-
sible only in the apoenzyme or after the Zn has been split off by
denaturation, either by acid or urea treatment. Yet, the SH
group apparently does not serve as a ligand group of the Zn
atom, since crystallographic studies showed that the distance
between the Zn and S atom is close to 15 A.

Carbonic anhydrase shows catalytic versatility: it also cata-
lyzes the reversible hydration of aldehydes (acetaldehyde) and
accelerates the cleavage of esters (p-nitrophenyl acetate). These
processes proceed at a considerably slower rate as compared to
the reactions with CO, and H,CO, substrates. The active center
appears to be identical for all these reactions. Acetazolamide,
a recognized sulfonamide inhibitor of carbonic anhydrase,
efficiently inhibits aldehyde and esterase activities as well.
However, esterase activity is not affected by diisopropylfluoro-
phosphate.

Carbonic anhydrase is an inherent constituent of the red cell.
So far, only two cases are known with a markedly reduced level
of this enzyme; complete absence of erythrocyte carbonic
anhydrase in man has not been observed. The enzyme forms
—above all enzyme B-—show considerable genetic variability.
Of the human B form, four different variants were found, differ-
ing in electrophoretic mobility and esterase activity. Enzyme C
seems to be evolutionally older than enzyme B; the latter may
have evolved by duplication and further changes of the car-
bonic anhydrase C locus.

Vorkommen

Die Carbonat-Hydrolase (E.C. 4.2.1.1) kommt vor-
wiegend in Erythrocyten vor. Daneben findet man sie,
allerdings in kleineren Mengen, ebenfalls in verschiede-
nen Organen und Sekretionsfliissigkeiten, z.B. im Pan-
kreas, in Niere, Leber und Darmschleimhaut, dann
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TasHIANS Arbeiten sind fiir Fragen, die sich auch der
Biochemiker stellt, nicht unbedeutend, nimlich:

— woher rithren die verschiedenen Enzymkomponenten,

~ besitzen wir alle die Formen A, B und C,

— treten vielleicht genetisch bedingte Unterschiede auf,
gibt es Varianten ?

Die Betrachtung beschriinkt sich auf die Enzyme B und
C, da der Gehalt an Komponente A wahrscheinlich zu
gering ist, als daB sie mit dieser Methode eindeutig er-
falt werden kénnte.

Aus TasHiaNs Untersuchungsmaterial, das mehr als
4000 Fille umfaflt, geht hervor, dafl beide Komponen-
ten, B und C, zum normalen Enzymbild gehéren. Bis
jetzt kennt man blof} zwei Fille mit stark vermindertem
Carbonat-Hydrolase-Pegel. Im ersten Fall betrifft es
einen 47jihrigen Amerikaner griechischer Abstammung,
bei dem beide Komponenten sehr stark reduziert sind
und der zudem ein abnormes Himoglobinbild zeigt,
indem er praktisch nur das fotale Himoglobin F be-
sitzt 4, Der zweite Fall betrifft eine Negerin, bei der die
Komponente B fast vollstindig fehlt, wihrend C in
normaler Konzentration vorhanden ist%!. Ein ginzliches
Fehlen der Carbonat-Hydrolase hat man bisher noch
nicht beobachtet, und es 148t sich mit einiger Sicherheit
annehmen, dafl wenigstens der Warmbliiterorganismus
ohne dieses Enzym nicht lebensfihig ist. Man kennt
auch kein anderes System, das die Funktionen der
Carbonat-Hydrolase iibernehmen oder ersetzen kénnte.

Es sind auch einige Fille bekanntgeworden, in denen
vorwiegend die Komponente B in Varianten auftritt,
die sich sowohl in bezug auf elektrophoretische Wande-
rungsgeschwindigkeit wie auch in spezifischer Aktivitit
gegeniiber Estersubstrat unterscheiden. Die Variante
B,%2 wurde bei einem 4jihrigen mongoloiden Kind,
dessen Vater und GroBmutter viterlicherseits gefunden,

40 L1e-INyo LuaN ENG und R.TARAIL, Nature 211 (1966) 417.
4 R.F.RIEDER und D.J.WEATHERRALL, Nature 203 (1964) 1364.
42 C.R.SHAW, F.N.SYNER und R. E.TAsHIAN, Science 138 (1962) 31.
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die Variante B, 43 bei 4 Chamarros, Bewohner einer Insel-
gruppe der Marianen, und die dritte Variante B,% fand
man bei einer Negerin und ihrer Tochter in den Usa.
Die Esteraseaktivitit nimmt von normal B, iiber By
und B, nach B, zu, ebenfalls die kathodische Wande-
rungsgeschwindigkeit, die sich derjenigen der Kompo-
nente C nihert. TAsHIAN hat seine Untersuchungen
auch auf Alt- und Neuweltaffen ausgedehnt* und dabei
eine recht ausgeprigte Intra- und Interspeciesvariation,
hauptsichlich in der Komponente B, gefunden. Die
Komponente C zeigt weniger Variabilitit und stellt
evolutionsmiBig wahrscheinlich das iltere und konser-
vativere Molekiil dar. Es wird deshalb angenommen,
daf} die Komponente B durch Duplikation und weiteren
Verinderungen aus dem C-Lokus hervorging4, dhnlich
der Evolution von Haptoglobinen’ und der Himo-
globinketten %5,

Addendum: Nach neusten réntgenographischen Er-
mittlungen4? stellt das Carbonat-Hydrolase Molekiil
(Komponente C) ein Ellipsoid dar, mit den Dimensionen
40 X 45 x 55 A. Das Wirkungszentrum liegt in einer Ein-
buchtung, an deren tiefster Stelle sich das Zn befindet.
Ein Teil der Einbuchtung ist zu einer engen, schlitzfor-
migen Vertiefung ausgebildet. Untersuchungen an einem
Enzym-Sulfonamidinhibitor Komplex haben ergeben,
daf} der Hemmstoff von dieser Vertiefung aufgenommen
wird. Die sterischen Verhiiltnisse sind so beschaffen, daf3
der Inhibitor befihigt ist, die Bindung zum Zn zu be-
werkstelligen.

43 R.E.TasHIAN, C.C.PrATO und T.B.SHOWS, Science 140 (1963) 53.
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Ergebnisse von Untersuchungen mit optischer Drehungsdispersion
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