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SUMMARY 

Se@mztion of arylamidases of ~aorwaal mad c~therosclerotic rabbit aortae by 
clzrornatogYaplzy 

co hvnvt 

The changes in activities of arylamidases were studied in twenty-four rabbits 
fed cholesterol and in a group of twenty-one control animals. The total enzyme 
activities in serum and in the homogenates of the aortae were analysed, and, in 
addition, the enzymes were separated on DEAR-cellulose. The cholesterol feed did 
not significantly affect the ‘total activity of the arylamidases in sera and aortae. 
Measurements of enzyme activities in the effluents resolved four distinct peaks 
in both the sera and the aortae. Neither enzyme components nor the distribution 
of activities identified by the degradation of substrate were affected by the athero- 
sclerotic process. The chromatographic data show an identity in the first three com- 
ponents of sera and aortae. The fourth peak may be caused by two forms of the enzyme. 

EINLEITUNG 

Die Analyse der Isocnzyme L-Leucin+naphtylamid spaltender Aminopep- 
tidasen wird vorwiegend chromatographisch an Cellulose-Ionenaustauschern betrieben, 
wahrend elektrophoretische Methoden selten verwendet werden. Dabei hat sich das 
von PATTERSON et aZ.l angegebene Vcrfahren mit Tris-HCl-Puffer und einem von o 
bis 0.25 M steigenden Natriumchlorid-Linesrgradienten fur die Trennung intra- 
zellul8rer Aminoacyl-oligopeptidhydrolasen bew5hrt. Gleich guteTrennungen wurden 
such mit Phosphatpuffern und linearem NaCl-Gradienten bis 0.3 M erzielta~8. 
Kombinationen von Konzentrations- und pH-Gradienten, die zur Trennung sehr 
heterogener Proteingemische notwenclig sind”, wurden zur Isolierung dieser Enzyme 
noch nicht eingesetzt. 

Solche Kombinationen bieten sich zur L&sung spezieller Fragestellungen an. 
So liegen heute bereits zahlreiche Einzelbefunde iiber bio- und histochemisch 
erfassbare Veranderungen der Enzymaktivittiten in pathologisch veranderten 
Gefasswandbezirken, bei der Hypertonie sowie wjlhrend des Alterns vorh-10. Die 
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meisten der bisher erhaltenen Befunde lassen jedoch nicht erkennen, ob die nacl 
gewiesenen Aktivitatsverluste bzw. -erhBhungen Ursache oder Folge der Gefasswancl 
prozesse sind und ob echte “de 9tovo Synthesen” oder nur Enzymadaptationen a 
die vermehrt in der Gefasswand abgelagerten Substrate stattfindenf1pr2. Zur L&sun, 
dieser Pragen tragen gezielte Trennungen von Isoenzymen mit Informationen tibe 
Veranderungen der Isoenzymmuster wallrend pathologischer Prozesse bei. 

MATERIAL UND METHODEN 

Tiermaterial 
Vierundzwanzig mischrassige Kaninchen beiderlei Geschlechts mit einer 

Anfangsgewicht von 1500-2000 g erhielten tiber 15 Wochen t%glich 4 ml einer Sue 
pension von einem Teil Cholesterol in ftinf Teilen kaltgepressten Sonnenblumentil 
tiber eine Schlundsonde appliziert. Neben dieser atherogenen Zulage konnten di 
Tiere Mischfutter und Wasser nd Zibitzwz zusichnehmen. Als Kontrollgruppe clientel 
21 unter gleichen Umweltbedingungen, jedoch ohne Cholesterolzulage gehalten 
Kaninchen. Die Tiere wurden nach Beendigung der Ftitterungsperiode nach 24 

sttindiger Nahrungskarenz durch Exsanguination gettitet, clas Blut gewonnen sowi 
die Aorten nach Praparation bis zu den Iliakalgefassen entnommen. 

Extraktj!rhfiaratio?z 
Die Aorten wurden von anhaftendem Gewebe befreit, langsgeteilt und dil 

Blutreste mit 0.9 %iger NaCl-L6sung abgespiilt. Alle cholesterolgeftitterten Tier 
wiesen auf mehr als 50 o/o der Geftisswandfhiche arteriosklerotische Plaques auf 
wallrend bei den Kontrolltieren makroskopisch keine sichtbaren Veranderungel 
nachzuweisen waren. Dieser Beurteilung folgten eine mechanische Zerkleinerunl 
und die Homogenisierung in So ml Startpuffer bei 14000 U/min unter Methanol 
Trockeneis-Ktihlung. Die Rtickstande wurden mit weiteren 20 ml Puffer nach 
gewaschen. Nicht aufgeschlossene Partikel wurden danach bei Gooo U/min abzentri 
fugiert, der Niederschlag mit 20 ml Startpuffer nochmals in einem Potter-Elvehjem 
Glashomogenisator zerrieben und nach erneuter Zentrifugation der erhaltene Uber 
stand von jeweils drei Aorten gepoolt. 

In parallelen Arbeitsgangen wurden aus den so angefertigten Aortenextrakter 
bzw. den Seren durch Zusatz von Aceton (Verhaltnis I :I) die Hauptmenge de 
Amino&urearylamidasen ausgefallt und nach Zentrifugation (4000 U/min) in 
Prtizipitat angereichert. Dieses wurde in 20 ml o#g %iger NaCl-Lliisung aufgenommen 
ftir 16 h bei +4” gegen den Startpuffer dialysiert und danach auf 5-8 ml eingeengt. 

Die Fraktionierung der Serum- bzw. Aortenextrakte erfolgte an DEAE 
Cellulose (Serva, Heidelberg) mit einer kontinuierlichen Gradientenelution, die vor 
SOBER und Mitarb.4 ftir Serumproteine angegeben worden war. Vor dem Auftrager 
der Proben war die beladene und mit dem Startpuffer squilibrierte Saule auf 5-8’ 
vorgektihlt worden. Zur Erzielung eines von pH 7.0 auf 4.5 sinkenden pH-Gradienter 
und eines von 0.01 Mel/l auf ,0.x3 Mel/l steigenden Gradienten der Ionensttikc 
wurden bei einem konstanten Volumen von 250 ml im geschlossenen Mischgefgs! 
mit nichtparallelen Wanden nacheinander verwendet: IOO ml 0.005 M Phosphat 
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puffer pH 7.0, 300 ml 0.02 A$ Phosphatpuffer p1-I G.o, 500 ml 0.05 &f NaH,PO,- 
Losung, 350 ml 0.05 M NaH,PO,-Losung + 0.02 Mol N&l/l, 750 ml 0.05 n/r 
NaH,PO,-Losung -j- 0.05 Mol N&l/l sowie 750 ml 0.05 nl NaH,l?O,-Losung + 
0.1 Mol N&l/l. Samtliche Puffer und Salzlijsungen enthielten ausserdem 0.0005 M 
MgCl,. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 20 ml/h. Der Verlauf der Gradienten 
wurde ftir die Serumfraktionierungen mit einer Glaselektrodenmesskette bzw. einem 
Nomogramm nach KOCENT~~ ermittelt. Die weiteren Versuchsdaten sind den Bescbrei- 
bungen der Elutionsdiagramme zu entnehmen. 

Die Proteinkonzentrationen in den Gesamtextrakten wurden mit einer Biuret- 
methodel” ermittelt, im Eluat wurde der Konzentrationsverlauf durch Messung der 
Absorbanz bei 280 nm registriert. hus der Gruppe der Aminoacyl-oligopeptidhydro- 
lasen wurcle die AktivitBt der hminos%urearylamidasen mit dem Substrat L-Leucin- 
$-nitroanilid (Leupa) gemesse#. 2.0 ml Eluat und 1.0 ml 0.1 M Phosphatpuffer 
pH 7.2 wurden dazu mit 0.1 ml 0.025 111 Leupa (Serva, Heidelberg) fur 60 min bei 
25” inkubiert und die Spaltung bei 405 nm (Glasktivette, I cm Schichtdicke) regi- 
striert. 

In Anlehnung an eine von WIZBIZR~~ angegebene Mikromethode wurden die 
Aktivitaten zusgtzlich mit L-Leucin-g-naphtylamid (Leuna) im Eluat gemessen. 
Dazu wurden 1.0 ml Eluat mit 2.0 ml Puffer-Suhstrat-Losung (Serva, Heidelberg) 
ftir Go min bei 37” inkubiert, mit 1.0 ml Echtrot B-Losung (Fluka, Schweiz) versetzt, 
IO min unter mehrmaligcm Durchmischen stehengelassen und gegen einen ent- 
sprechenden Leerwert be1 546 nm abgelesen. Fur beide Methoden wurden die 
Extinktionsdifferenzen auf Internationale Enzymeinheitcn umgerechnet. 

. 
ERGEBNISSE 

In Fig, I ist cler typische Verlauf der Serumchromatogramme dargestellt. 
Fur die Fraktionierungen des Gesamtserums wurden Goo-goo mg und fur die 
des Acetonprazipitates 400~600 mg Eiweiss auf eine 40 x 2.5 cm-S%ule aufgetragen. 
Das Eluat wurde in Fraktionen zu G ml gesammelt. Die Proteinpeaks wurden durch 
Agargelelelctropl~orese als y- und /3,-Globuline his zu den Elutionsvolumina urn 
700 ml, als P,-Glohuline zwischen 700 und goo ml, als Albumine und /I,-Globuline 
his 1400 ml und al., 1400 ml als Albumine uncl a-Globuline identifiziert. Der Aceton- 
f$llung fehlen vor allem Albumine und oc-Gl.obuline. 

Fur die Gesamtaktivitat der Aminos%.rrearylamidasen im noch nicht frak- 
tionierten Serum, gemessen mit Leupn als Substrat und 0.1 ml Testfltissigkeit im 
Ansatz ergaben sic11 mit 12.5 & 6.0 mE pro I ml vor und 13.8. & 6.2 ml3 I ml nach 
Cholesterolftitterung keine Unterschiccle, Im Ausgangshomogenat der Aorten fanden 
sich nach Cholesterol mit 9.2 -J= 4.8 mE/I ml zwar hohere Gesamtaktivittiten als bei 
den Kontrolltieren mit 6.5 j, 3.4 mE/I ml, doch bestanden keine signifikanten 

’ Diff erenzen (p > 0.05). 
III Fig. 2 ist der Verlauf der im Eluat gemessenen Enzymaktivitaten des 

Serumsdargestellt. Es waren vier Aktivitatsmaxima nachweisbar, die bei den Elutions- 
volumina von Go, 180, 420 und 980 ml lagen, wobei die Zweitmessungen mit Leuna 
lediglich beim letzten Peak ein gering differierencles Maximum ergaben, Qualitative 
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Unterschiede der Serumenzyme cholesterolgefiitterter Kaninchen und der Kontroll- 
tiere konnten aus den angefertigten fiinfzehn Chromatogrammen nicht entnommen 
werden. 

In Fig. 3 sind die Charakteristika der Fraktionierungen von Aortenhomogenaten 

, ml C&m? 

Fig, I. Frdctionierung clcr Serumprotcinc vom Kaninchcn clurch Itontinuicrlichc Grczdicnten 
elution an DIME-Cellulose. 

- - - - - LEUNA -&nalfunq 

Em t?W8 
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Fig. 2. Vwtcilung det Alttivit%tcn Loupa und Leuna spaltondcr E~~zymc clcs I\‘nninchcnscrun 
im Eluat. 
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normaler und cholesterolgefiitt~~er Kaninchen clargestelll. Aufgetragen wurden bei 
den einzelnen Versuchen so--80 mg der hortenproteine auf eine 27 x 1.5 cm-messende 
SWle. Die weiteren Trennbedingungen entsprachen denen der Serumenzyme. Die 
Proteinmessungen zeigten unbeeinflusst durch clie Fiitterungsversuche jeweils zwei 
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Extinktionsmaxima. Von diesen Proteinpeaks unabh8ngig waren in normalcn und 
arteriosklcrotischen horten vier voneinander gut abtrennbare Aktivitjltsmaxima, 
bei 120, 420, goo und 1600 ml nachzuweisen. Ein qualitativer Unterschied in den 
Substratspaltungsmustem der Aorten vor und nach Cholesterolfiitterung konnte 
somit nicht erhoben werden. Vergleicht man die Serum- und Aortenenzyme mitein- 
ander, so ergibt sic11 ein Verhaltnis der Elutionsvolumina von I : 3: 7 : 16 fur die 
Serumenzyme und von I : 3.5 : 7,s : 13 fur die der normalen und pathologisch v&in- 
derten horten. 

. 

DISKUSSION 

Mit der angewandten kontinuierlichen Gradientenelution an DEAE-Cellulose 
und den nachfolgenden Aktivitatsmessungen lassen sich die als Aminosaurearyl- 
amidasen bezeichneten Aminoacyl-oligopeptidhydrolasen sowohl im Serum als such 
in den Organhomogenaten in vier gut voneinander abgegrenzte Aktivitatspeaks 
auftrennen. Die gleiche Anzahl von “Leucinaminopeptidase’‘-Romponenten fanden 
BEHAL und Mitarb.l’ bei der chromatographischen Trennung der Arylamidasen 
des menschlichen Serums. Qualitative Veranderungen dieses Isoenzymmusters 
wahrend pathologischer Prozesse konnten dabei nicht ermittelt werden. Entsprechend 
dem breiten Spektrum miiglicher Aufgaben der Aminos&irearylamidasen im 
Proteinstoffwechsel und beim Abbau pharmakologisch aktiver Polypeptide wurden 
in den verschiedensten Organen und Zellverbanden molekular unterschiedliche 
Formen nachgewiesen und isoliert 1-3* G. Der Nachweis eines Leunaspaltenden Enzyms 
in der Gefgisswand gelang 1955 zuerst GREEN und Mitarb.18. Bisher wurden bei 
diesem Enzym in der Gefasswand nur quantitative Abweichungen der Aktivitgt 
untersucbt. Beim Menschen fanden sich durch die Arteriosklerose in der Aorta 
keine signifikanten Veranderungen lo. Dagegen konnte ZEMPLBNYI~ beim Raninchen 
histochemisch Aktivitatserhohungen durch die Arteriosklerose nachweisen. 

flbereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurden in der vorliegenden Arbeit 
fur die Aminosaurearylamidasen keine so erbeblichen Aktivitatsanstiege gefunden, 
dass man daraus eine besondere Rolle dieser Enzyme im intrazellularen Protein- 
stoffwechsel wahrend der Arteriosklerose ableiten k6nnte. WKhrend die Entstehung 
arteriosklerotischer Geftissver~nderungen mit einer erheblich erhiihten Umsatz- und 
Einbaurate fiir viele Stoffwechselparameter in der Gef5sswan.d einhergehtzo-23 und 
suck ftir eine Reihe von Enzymen der Nachweis einer stark erhiihten Aktivitat, vor 
allem in den Randwinkeln arteriosklerotischer Beete und in den multifunktionellen 
Zellen der Media gelungen istO**~lO, nehmen die lysosomalen Aminosaurearylarnidasen 
offenbar nicht in grossem Umfang an dieser Steigerung teil. Oblgeich betrachtliche 
Stoffwecbseldifferenzen vorhanden sind, gehen die Strukturveranderungen der 
Aortenwand nach den vorliegenden Ergebnissen such nicht mit einer Anderung 
des Enzymbesatzes an Aminoacyl-oligopeptidhydrolasen einher. 

Dafiir spricht das fehlende Auftreten einer oder gar mehrerer neuer molekularer 
Formen Leupa und Leuna spaltender Enzyme in der pathologisch veranderten 
Gefgsswand. Serum und Aorta wiesen unabhangig von den Gefasswandprozessen 
standig je vier Aktivitatspeaks auf, wobci man fur die ersten drei Enzyme hci den 
geringen Abweichungcn der Elutionsvolumina einc Identitat postulieren kann, weil 
durch die unterschiedliche Proteinzusammensetzung der beiden aufgetragenen Aus- 
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gangsmaterialien differicrende Trennbedingungen bei der Ionenaustauschchromato- 
graphic angenommen werden mtissen. Der Unterscllied im ‘I’rennverhalten des let&en 
Aktivitatspeaks syricht fur das Vorliegen zweier verschiedener Molektilformen von 
Arylamidasen in Serum und Aorta. Bei den hohen hbsolutmengen der zur Elution 
dieser Enzyme notwendigen Volumina ist die Entscheidung clariiber jedoch mit der 
SZulenchromatographie allein nicllt zu fallen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Bei vierundz,wanaig. eholcsterolgef titterten Kaninchen und einundzwanzig 
Kontrolltieren wurden quantitative und qualitative Aktivitats%nderungen der 
Aminosaurearylamidasen clurch den Prozess der Arteriosklerose untersucht. Die 
EnzymaktiviWen wurden mit L-Leucin-p-nitroanilid und L-Leucin-P-naphtylamid 
als Substraten im Serum und den Aortenhomogenaten ermittelt. Anschliessend 
erfolgte die s~ulencl~romatographische Trennung der Enzyme durch eine kontinuier- 
lithe Gradientenelution an DEAE-Cellulose. Fiir die Gesamtaktivit5t der Arylamicla- 
sen im Serum und den Ausgangshomogenaten der Aorten ergaben sic11 vor und 
nach Cholesterolfiitterung keine signifikanten Anderungen. Die hktivitatsmessungen 
im Eluat liessen im Serum und den Aorten jeweils vier Maxima erkennen. Dieses 
Substratspaltungsmuster wurdc durch die Arteriosklerose nicht beeinflusst. Der 
Vergleich der Elutionsvolumina der Aktivitatspeaks 15sst eine Identitat der zuerst 
eluierten drei Enzyme aus Serum und Aorta erkennen, wahrend das vierte Peak 
durch zwei molekular unterschiedliche Enzyme bedingt sein diirfte. 
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