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Leucine aminopeptidase of bovine lens is a zinc metaUo-enzyme. A zinc content of 5.0 - 7.6 g-atoms of Zn/M.W. 
3.2 X 10 6 was estimated by labelling with 6SZn and by atomic absorption spectrophotometry. By continuous dial- 
ysis against o-phenanthroline zinc was almost completely removed. The enzymatically inactive "apo"-enzyme could 
not be reactivated by addition of Zn 2+. The binding of cadmium, manganeous and cobaltoul ions was investigated. 
With some probabiliW manganese is bound at an other site than zinc. The effect of pH and buffer ions on the bind- 
ing of zinc to leucine aminopeptidase was demonstrated. 

1. Einfiihrung 

Wie wir bereits berichteten [1,2], ist die Leucin- 
aminopeptidase aus Rinderaugenlinsen ein Zink-Metall- 
enzym. Die enzymatische Aktivitiit ist an das Vor- 
handensein yon Zink im Enzym gebunden. Unab- 
hangig davon teilte Himmelhoch k~rzlich/ihnliche Be- 
funde fiir eine Leucinaminopeptidase aus Schweine- 
nieren mit [3]. AUerdings unterscheidet sich diese 
Leucinaminopeptidase hinsichflich der Substrataffi- 
nit~t gegentiber L-Leucinamid und L-Leucin-p-Nitro- 
anilid [4] yon den hochgereinigten Leucinamino- 
peptidasen aus Rinderaugenlinsen und Schweine- 
nieren [5]. 

Wit fanden flit die kristallisierte Leucinaminopep- 
tidase (EC 3.4.1.1 .) aus Rinderaugenlinsen sowohl 
durch radioaktive Markierung mit 65Zn als auch 
durch Bestimrnung mittels Atomabsorptions-spektro- 
photometrie einen Zink-Gehalt yon 5,0 - 7,6 g- 
Atomen Zn/Mol Leucinaminopeptidase (biG 3,2 × 
106) [6]. Bei der Darstellung des kristallinen Enzyms 
ist zwar eine Zink- bzw. Zink-Mangan-Fiillung not- 
wendig, urn die HaupUnenge der Linsenproteine zu 
entfernen [7], doch es spricht sowohl der konstante 
Zink-Gehalt der verschiedenen Enzympriiparationen, 
der sich dutch mehrfaches Umkristallisieren nicht 
mehr iinderte, als auch die Abh~ngigkeit der Enzym- 

aktivit~t vom Zink-Gehalt daf0r, das das Zink ein 
essentieller Bestandteil des nativen Enzyms ist. 

2. Material und Methoden 

Die Preparation der rekristallisierten Leucinamino- 
peptidase wurde wie frfiher beschrieben durchgefiihrt 
[71. 

Die Bestimmung des Zink-Gehaltes effolgte durch 
Atomabsorptionsspektrophotometrie (Hilger und 
Watts; Atomspec*) sowie dutch radioaktive Markie- 
rang mit 65 Zn. Hierfur wurde eine 5%ige L6sung des 
rekristallisierten, hochgereinigten Enzyms in Tris/ 
HC1-Puffer mit einer 1 × 10 -4 M 65ZnC12-L6sung 
96 Stunden bei pH 7,2 und Raumtemperatur inku- 
biert und anschliessend das Enzym durch Ammoni- 
umsulfat-Zugabe wieder kristallin ausgefaUt. Nach 
Aufl6sen in 0,02 M Tris]I-IC1-Puffer pH 8,0 wurde 
am Enzym nichtgebundenes 65ZNC12 durch Filtra- 
tion an Sephadex G-25 abgetrennt. 

Die 65 Zn-Leucinaminopeptidase wurde verwendet, 
1) um w~hrend der kontinuierlichen Dialyse gegen 

* Die Bestimmungen wurden yon der Zentralstelle for Futter- 
mittelpriifung und Ffitterung Halle-Lettin beim Landwirt- 
schaftsrat der DDR durchgeffihrt. 
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o-Phenanthrolin die Abh~ngigkeit der Enzymaktivit~t 
vom Zink-Gehalt zu untersuchen; 2) urn die pH-Ab- 
h~ngigkeit der Zink-Bindung zu priifen und 3) urn 
enzyrngebundenes Zink gegen andere Metalle auszu- 
tauschen. Bei der kontinuierliehen Dialyse konnte 
die Anderung des Zink-Gehaltes des Enzyms unmittel- 
bar und quantitativ verfolgt werden, da die Dialyse- 
zelle direkt in einem Bohrloehszintillationsrnesskopf 
eingebaut war [1]. 

Die enzymatische Aktivit~t wurde aus der Hydro- 
lyserate der Substrate L-Leueinamid naeh [7,8] und 
L-Leucinhydrazid in Anlehnung an die Angaben yon 
[9,10] dureh Kupplung des freigesetzten Hydrazins 
mit p-Aminobenzaldehyd und spektrophotometrischer 
Bestimmung des Aldazins ermittelt. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

Der Zink-Gehalt der hoehgereinigten Leucinamino- 
peptidase wurde sowohl in Enzympr~parationen be- 
stimmt, bei denen die F~illung der Linsenproteine nur 
mit Zinksulfat durehgefuhrt wurde (Zn-LAP), als auch 
von solchen, bei denen ausserdern Mangansulfat zuge- 
geben worden war (Zn/Mn-LAP) [7]. Sie unterschei- 
den sich im Zink-Gehalt wie auch in tier enzyma- 
tischen Aktivit~t nicht voneinander (Tab. 1). 

TabeUe 1 

Zink-Gehalt (g-Atome Zn/Mol LAP) 

Radioaktive Atomabsorptions- 
Markiemng mit 6SZn spektroskopie 

Zn/Mn-LAP 5,2 - 6,0 5,4 - 7,2 
Zn-LAP 5,0 - 6,9 5,7 - 7,6 

Die Werte fiir die Zn-LAP liegen hierbei etwas nie- 
driger als durch Aktivierungsanalyse von B6ttger et 
al. gefunden worden war [11]. 

Durch kontinuierliehe Dialyse yon Zn- bzw. 65Zn- 
Leucinaminopeptidase gegen metallfreien 2 X 10- 2 
M Tris/HC1-Puffer pH 8,0, der 1 × 10 -3 M o-Phenan- 
throlin und 1 M NaC1 enthielt, konnte das Zink fast 
vollst~ndig aus dem Enzym entfernt werden (Fig. 1). 
Die enzymatisehe Aktivit~t fiel dabei parallel zum 
Zink-Gehalt bis auf 5% der Ausgangsaktivit~t ab. 
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Fig. 1. Xnderung yon 6SZn-Gehalt und Enzymaktivitiit der 
Leucinaminopeptidase whqarend kontinuierlicher Dialyse 
gegen 1 X 10 -~ Mo-Phenanthrolin, 2 X l0  -2 M Tris/HC1, 
1,0 M NaC1 pH 8,0. 
. . . . . .  6SZn-Gehalt in %, Enzymkonzentration: 1 mg LAP/ml 
• • Enzymaktivit~it, bezogen auf die Ausgangsaktivi~'t 
= 100. Die Enzymkonzentration im Bebriitungsansatz war so 
gewkqalt, dass jewefls eine 5 - 10%ige Substrathydrolyse er- 
folgte. Substrat: L-Leu-NH-NH2 0,05 M im Ansatz. Die Inku- 

bationen erfolgten ohne Mn-Aktivierung. 

Wurde zum Dialysepuffer kein NaC1 zugesotzt, pr~zi- 
pitierte das Enzym, wenn der Zink-Gehalt unter 20% 
des Ausgangswertes absank, und konnte nicht mehr 
in L6sung gebraeht werden. Auch Behandlung der 
Leucinaminopeptidase mit chelatbildenden Harzen 
(Dew Chelating resin A 1) bei pH 8,0, wie sie Csopak 
ftir die alkalisehe Phosphatase aus E. coli besehrieben 
hat [12], bewirkte einen Zink-Verlust des Enzyms, 
verbunden mit der Verminderung der enzymatischen 
Aktivit~t (Fig. 2). Es its bisher nicht gelungen, das Zn- 
freie "Apo"-Enzym durch Redialyse oder Inkubation 
mit Zn 2+- oder Mn2+-haltigem Puffer zu reaktivieren. 
Das Zn-freie Enzym unterschoidet sich immunolo- 
gisch micht vonder nativen Leucinaminopeptidase*. 
Es scheinen bei der Entfemung des Zinks konformative 
itmderungen stattzufinden, die einen Wiedereinbau 
des Zinks und damit die Reaktivierung verhindern, 
die irnmunologisch determinanten Gruppen jedoch 
nicht beeinflussen. 

Die Bedeutung des Zinks ftir die Leucinaminopep- 
tidase zeigte auch der Versuch, Zink durch andere 
Metalle zu ersetzen. Dialyse des Enzyms gegen einen 
2 × 10 -2 M Tris/HC1-Puffer pH 7,3, der 1 X 10 -4 M 

* Die Immunelektrophorese wurde yon Herrn Dipl. Chem. 
M. Ludewig, wiss. Assistent am Physiologisch-chemischen 
lnstitut Halle, durchgefiihrt. 

18 



Volume 10, number 1 FEBS LETTERS September 1970 

~t 

too 

"\; 

SO : ~ °  \ 
J ~ i 0 

pAtome ZnlMol LAP 

Fig. 2. Abhingigkeit der Enzymaktivitit vom Zinc-Gehalt der 
Leucinaminopeptidase. Die Zinkenffernung erfolgte dutch: 
: ; Dialyse gegen o-Phenanthrolin 1,0 M NaCI; 
o o Dialyse gegen o-Phenanthrolin ohne NaCI; 
v¢ x Behandlung mut Dow Chelating Resin A 1. 

Die Enzymaktivifiit ist bezogen auf die Ausgangsaktivit~t 
= 100. Substrat: L-Leu-NH-NH2 flit die o-Phenanthrolin-Dia- 
lysen, L-Leu-NH 2 f'ti: die Chelatharz-Behandlung, jeweils 0,05 
Mim Ansatz. Die Inkubationen effolgten ohne Mn-Aktivie- 

rung. 

an CdC12 und 1 M an NaCI war, fiihrte zu einem 
schnellen Verlust yon 65 Zn und der enzymatisch~n 
Aktivi~t. Da die Austauschdialyse yon 65 Zn-LAP 
gegen Zn 2+ bei analoger Puffer- und Enzymkonzen-. 
tration den gleichen Veflauf zeigte wie die Cd-Dialyse 

(Fig. 3), wobei sich jedoch der Gesamtgehalt an Zink 
und die Enzymaktivitat kaum inderten, kann man 
bei der Cd-Dialyse auf einen direkten Austausch yon 
65Zn gegen Cd schliessen. Ira Gegensatz zu den Be- 
funden yon Himmelhoch [3] aneiner Px~paration 
yon Aminepeptidase aus Schweinenieren ist es uns 
bei der Linsen-LAP nicht gelungen, das Cd-Enzym 
dutch nachfolgende Dialyse gegen zinkhaltigen Puffer 
zu reaktivieren. Wurde die Cd-Dialyse abgebrochen, 
solange Zn-Gehalt und Enzymaktivit~t noch tiber 50% 
des Ausgangswertes ]agen, konnte durch Dialyse 
gegen Zn 2+ eine Erh6hung der Enzymaktivit~t er- 
reicht werden, jedoeh nicht die Ausgangsaktivit~it. 

Bei Einsatz yon Mn 2+- und Co2+-haltigen Puffern 
erfolgte die Entfernung des Zinks bei der Dialyse 
wesentlich langsamer (Fig. 3). Eine signifflcante Xn- 
demng der enzymatischen Aktivit~t wurde bei den 
Versuchen mit Mn 2+ und Co 2+ nicht beobachtet. 

Nach zweitigigem Inkubieren yon normal pr~pa- 
rierter Zn-Leucinaminopeptidase mit 2 × 10 -3 M 
54MNC12, anschliessender Rekristallisation und Rei- 
nigung des 54Mn-markierten Enzyms an Sephadex 
G-25 wurde eine Bindung yon 4 - 5 g-Atomen 
Mn/Mol Leucinaminopeptidase ermittelt. Der Zink- 
Gehalt, bestimmt dutch Atomabsorptionsspektros- 
kopie, betrug trotzdem noch 5,2 g-Atome Zn/Mol 
(Zn-Gehalt vor Mn-Inkubation 6,3 g-Atome/Mol). 
Die enzymatische Aktivit~t, mit und ohne Mn 2+- 
Aktiviemng bestimmt, war im Vergleich zum nicht 
54Mn-markierten Enzym praktisch unvefiindert. Das 

6Sz..c~u 

z~ fA1 

Fig. 3. Abnahme des 6s Zn-Gehaltes det Leucinaminopeptidase bei Dialyse gegen Mn ~ ,  Co ~', Cd 2~ und Zn 2+ enthaltenden 
2 X 10 -2 M Tris/HCI-Puffet pH 7,5. 
. . . . . .  10 -s M Mn~;  . . . . . . . .  10 -3 M Co2+; 10 -4 M Cd2+; . . . . . . . . .  10-4 M Zn ~.  

Enzymkonzentration: 1 mg LAP/ml. 
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Fig. 4. Abh~ngigkeit der Zink-Bindung vom pH-Wert verschiedener Pufferl6sungen. Es ist die initiale ~,nderung des 6s Zn-Gehaltes 
der LAP (ausgedrfickt in lm~ulsen/Minute) bei kontinuierlicher Dialyse aufgetragen gegen den pH-Wert. Enzymkonzentration bei 
allen Dialysever~hen: 10 -~ M. 2 
v v 2 X 10 M Tris/Maleat-Puffer; x x 2 X 10- M Tris/Maleat.Puffer/O,5 M NaCI; 
• -- M/150 Phosphat-Puffer; o o 2 X 10 -2 M Na-Acetat/Essigs~ure. 

weist darauf bin,  dass ein Austausch yon Zinc gegen 
Mangan in ldeinem Umfang vielleicht m6glich ist, 
dass abet  das Mangan auch noch an anderen Stellen 
im Enzym gebunden werden kann, zumal die Akti-  
vierbarkeit  durch weitere Zugabe von Mn 2; zum Be- 
bmtungsansatz erhalten bleibt.  

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Zink-Bindung 
wurde durch kontinuierl iche Dialyse unter  Einsatz 
verschiedener Puffersysteme best immt,  da auf  Grand  
eigener Befunde fiber die Wirkung yon Anionen [ 13] 
anzunehmen war, dass die Ar t  und Konzentra t ion 
des Puffers die MetaUbindung ebenfalls beeinflusst. 
Wie Fig. 4 zeigt, ist die Abtrennung des Zinks vom 
Enzym zwar eine Funkt ion  des pH-Wertes, jedoch 
sehr stark abl~ngig yon der Puffer~usammensetzung, 
insbesondere der Anionenkonzentrat ion.  So kann 
man die Entfernung des Zinks bei Verwendung eines 
Tris/Maleat-Puffers erheblich beschleunigen, wenn 
unter  Zusatz yon Natr iumchlorid dialysiert wird. Die 
Untersuchung der Enzymakrivit~it w~ihrend der Dia- 
lyse ergab die erwartete Abh~ngigkeit yore Zink-Gehalt.  

Alle Ergebnisse best~tigen den essentiellen Charak- 
ter des Zinks fiir die Leucinaminopeptidase,  f ~  die 
Aufrechterhaltung einer enzymatisch aktiven Konfor- 
marion.  Ob das Zink dabei direkt an der Substratbin- 
dung und Substratumsetzung beteiligt ist, ist bisher 
noch nicht  erwiesen. 
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