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SUMMARY 

Purification by afinity chromatography and properties of the acetylcholinesterase of 
Formosan cobra (Naja naja atra) venom 

The acetylcholinesterase was purified by CM-Sephadex chromatography and 
affinity chromatography on Sepharose bound m-[6-(6-aminocaproylamino)caproyE 
amino]phenyltrimethylammonium bromide. The purified enzyme was obtained with 
a specific activity of 5470 U/mg (1160-fold purification) and-s 89 ‘A yield. The molec- 
ular weight of the native enzyme was estimated to be 144,OCO. The enzyme is split 
into two subunits of approximately equal molecular weight (&fr 69,ClOO) by SDS 
treatment, It is a glycoprotein and can be resolved by disc gel electrophoresis into 
seven and by isoelectric focusing into more than ten multiple forms. The N-terminal 
amino acid is serine. 

EINLEJTUNG 

Acetylcholinesterase kommt in dem Gift der meisten Giftnattem (Elapidae) 
vorl. Im Gift der Kobra wurde sie zum ersten Ma1 von Iyengar et ale2 nachgewiesen. 
Dart liegt sie, im Gegensatz zu den membranst&digen Enzymen des elektrischen 
Organs, des Gehims oder der Erythrozyten, lijslich und in hoher Spezifischer Akti- 
vitit vor. Die Acetylcholinesterase konnte zwar aus dem Gift der indochinesischen 
Kobra (Naja naja atra) durch Elektrophores?, IonenaustauschschromatographieC 
und ElektrofokussierungS abgetrennt und aus dem Gift der mittelasiatischen Unterart 
(Naja naja oxiana) durch Affinititschromatographie hundertfach angereicheti 
werden, eine so weit gehende Reinigung, wie sie Kumar und Elliott’** beim 
Enzym des Krait (Bungarus fasciatus) erzielt haben, wurde bisher jedoch nicht 
beschrieben. 

EXE’ERIMENTELLES 

Materialien 
Gcfriergetrocknetes Naja naja atra-Gift wurde von den Miami Serpentarium 
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Laboratories (Miami, Fla., U.S.A.) bezogen und bei -25” gelagert. CM-Sephadex 
C-25 und Sepharose 4B sind von der Deutschen Pharmacia (Freiburg, B.R.D.), 
Vergleichsproteine zur Molekulargewichtsbestimmung von Boehringer (Mannheim, 
B.R.D.), Dimethylformamid (silylation grade) und N-Ethylmorpholin (sequanal 
grade) von Pierce (Rotterdam, Niederlande). Alle iibrigen Chemikalien stammen von 
den Firmen Merck (Darmstadt, B.R.D.) oder Serva (Heidelberg, B.R.D.). Tetra- 
methylammoniumchlorid wurde vor Gebrauch aus Eithanol-Essigester umkristalli- 
siert. Es wurde durchweg mit quarzbidestilliertem Wasser gearbeitet. Zur Chromato- 
graphie der Dns-Aminosguren wurden DC-Fertigfolien A 1700 Mikropolyamid von 
Schleicher & Schiill (Dassel, B.R.D.) und zur Elektrofokussierung Ampholine PAG 
plates von LKB (Grafelfing, B.R.D.) verwendet. 

Bestimmrmg der Entymakticitciren und froteinkonzentrationen 
Zur Aktivititsbestimmung wurde routinem%sig die photometrische Methode 

von Ellman et aLg mit Acetylthiocholin als Substrat (0.75 mN) angewandt; die Be- 
stimmung erfolgte bei 25”. Stark aktive Enzymlosungen wurden mit 0.01 o/0 Rinder- 
serumalbumin in 0.15 M NaCl verdilnnt. Eine Aktivitatseinheit (U) entspricht dem 
Umsatz von 1 pmol Substrat/min. Proteinkonzentrationen wurden mittels einer mo- 
difizierten Lowry-Methode nach Lit. 10 mit Rinderserumalbumin als Standard 
bestimmt. 

Synthese des Inhibitors und Herstellung des Afinittitsgels 
Die Synthese des Acetylcholinesteraseinhibitors m-[6-(6-Aminocaproylamino)- 

caproylamino]phenyltrimethylammoniumbromid-hydrobromid und seine Kupplung 
an Sepharose 4B erfolgte wie in Lit. 11 beschrieben. 

Reinigung der Acetylchoiinesterase 
Alle Arbeitsggnge wurden bei 4” durchgefiihrt. 
Ionenartstauschchromatographie an CM-Sephadex C-25. In Anlehnung an das 

von Yang beschriebene Verfahren” wurde 1.0 g gefriergetrocknetes Gift in 10 ml 
0.005 M Ammoniumacetatpuffer, pH 5.8, gelijst und auf eine SHule (24 x 2 cm) mit 
75 ml CM-Sephadex C-25 aufgetragen, die vorher mit diesem Puffer Bquilibriert wor- 
den war. Bei einer Durchflussgeschwindigkeit van 30 ml/h wurde dann mit dem selben 
Puffer eluiert und das Eluat in Fraktionen zu 5 ml gesammelt. Fast die gesamte 
Acetylcholinesteraseaktivitgt erschien unter diesen Bedingungen im ersten Protein- 
peak. Alle Fraktionen mit mehr als 5 u/ml wurden vereinigt und gegen 3 x 800 ml 
0.15 ill NaCl in 0.01 M Phosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert. Anschliessend wurde 1 h 
bei 48,000 g zentrifugiert und der Mare Uberstand affinititschromatographisch wei- 
tergereinigt. Die S%ule kann durch Elution der festgehaltenen Giftbestandteile mit 
1 A4 Ammoniumacetatpuffer, pH 7.0, regeneriert werden. 

Afinitcitschromatographie. Der Uberstand wurde mit einer Durchilussge- 
schwindigkeit von 10 ml/h iiber eine Saule (10 x 2 cm) mit 30 ml Affinitatsgel (Be- 
ladung 1.5 mmol Inhibitor/l) geschickt, die mit 0.15 M NaCl in 0.01 M Phosphat- 
puffer, pH 7.4, gquilibriert worden war. Dann wurde mit 400 ml des selben Puffers 
und mit 80 ml 0.5 M NaCl in 0.01 A4 Phosphatpuffer, pH 7.4, nachgewaschen. Mit 
0.2 A4 Tetramethylammoniumchlorid plus 0.5 M NaCl in 0.01 M Phosphatpuffer, 
pH 7.4, wurde die Acetylcholinesterase als scharfer Proteinpeak von der Siiule eluiert, 
dann gegen 5 x 4Xl ml 0.15 M NaCl in 0.01 M Phosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert 
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und 1 h bei 48,OflO g zentrifugiert. Die Affinititssaufe kann wieder benutzt werden, 
wenn sie mit 1 M NaCl und 0.02 M NaN, in 0.01 M Phosphatpuffer, pH 7.4, aus- 
gewaschen wird. 

Untersuchungsmethoden 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Disk-Elektrophorese wurde in 5% Gelen 

mit Tris-Glycinpuffer, pH 8.3, durchgefiihrt 13. Lineare Gradientengele mit 4 bis 26 ok 
Monomergehalt wurden nach der Methode von Lorentz14 hergestellt. Zur Moleku- 
largewichtseichung wurden die mit Glutaraldehyd vemetzten Oligomeren von Rin- 
derserumalbumin, Molekulargewicht (M,) 68,000, benutzt15. Natriumdodecyisulfat 
(SDS)-Gelelektrophorese wurde nach der Standardmethode von Weber et &.I6 in 
5 y0 Gelen durchgefuhrt. Als Eichproteine zur Molekulargewichtsbestimmung dienten 
RNA-Polymerase aus E. coli (EC 2.7.7.6; M, 165,OCQ; 155,ooO; 39,000), Phosphorylase 
CI aus Kaninchenmuskel (EC 2.4.1.1; M, lOO,OOO), Rinderserumalbumin (Mr 68,000), 
Katalase (EC 1.11.1.6; M, 58,000) und Chymotrypsinogen A (Mr 25,700). 

Die Anfarbung auf Protein erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue R 250 
(Lit. 16). Esteraseaktivitit wurde durch die Spaltung von I-Naphthylacetat und an- 
schliessende Kupplung mit Fast Blue RR lokalisiert”. Glykoproteide wurden mit 
Perjod&ure-Schiff-Reagenz*3 und Lipoproteide mit Sudanschwarz B13 angeErbt. Die 
Gele wurden bei 560 nm (Proteinfarbung), 590 nm (Esterasefzrbung) bzw. 545 nm 
nm (Zuckerfgrbung) densitometrisch ausgewertet. 

Isoelektrische Fokussierung. Die analytische Elektrofokussierung wurde auf 
Ampholine PAG plates im pH-Bereich 3.5-9.5 durchgefihrt** und der pH-Gradient 
mit einer OberfiachenglaseIektrode bestimmt. Die Anfgrbung auf Esteraseaktivitit, 
der Glyko- und Lipoproteidnachweis sowie die densitometrische Auswertung edblgte 
wie oben beschrieben. 

Enzymkinetische Messungen. Fiir kinetische Messungen wurden ausser dem 
Aktivitatstest nach Ellman et aLg such die pH-Stat-Methode von Heilbron# mit 
zwei Syringen benutzt : es wurden 30 ml einer LSsung vorgelegt, die 0.1 1W an NaCl, 
0.04 M an MgCI,, 0.005 % an Rinderserumalbumin und 10 bis 0.05 mM an Acetyi- 
cholin bzw. Acetylthiocholin war. Nach Einstellen der Liisung auf den gewiinschten 
Titrations-pH wurde bei 25” 10 min lang dik Nullrate bestimmt uqd d&m die Reak- 
tion durch Zugabe von 100 ~1 Enzymliisung in 0.01% Rinderserumalbumin gestartet. 

Michaeliskonstanten wurden graphisch nach Lineweaver und Burkzo, Substrat- 
optima durch Auftragen der Umsatzgeschwindigkeit gegen den Logarithmus der 
Substratkonzentration ermittelt. Hemmkonstanten wurden nach Dixon21 mit Acetyl- 
thiochoiin als Substrat bestimmt. 

Proteinchemische Methoden. Zur Aminosaurenanalyse wurde das gereinigte 
Enzym zuerst geeen 0.1 M KCl, dann gegen bidest. Wasser dialysiert und anschlies- 
send gefrierget!oiknet. Die Hydrolyse erfolgte in verschlossenen, evakuierter..Glas- 
rShrchen mit konstant siedender HCI fi_ir 20, 48 oder 72 h bei 110”. Die Ahalysen 
wurden auf einem BioCal AminosHurenanalysator BC 201 durchgef”hrt. Cystein 
wurde nach Perameisens~ureoxydation2’ als Cysteintiure, Tryptophan spektrophoto- 
metrisch nach Beaven und Holidayz3 und Hydroxyprolin nach Bondjers und Bj&- 
kerud24 bestimmt. Zur Bestimmung der aminoendstindigen Aminos~ure wurde das 
gefriergetrocknete Enzym nach Gray= mit Dns-chlorid umgesetzt und hydrolysiert. 
Nach ihrer Extraktion wurden die ffuoreszensmarkierten Aminoduren durch zwei- 
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dimensionale Chromatographie auf polyamidbeschichteten Aluminiumfolien~6~~7 auf- 
getrennt und identitiziert. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Reinigung der Acetylcholinesterase (siehe such Tabetle I) 
Die spez. Aktivitit der Acetylcholinesterase im Rohgift von Naja naja arru 

ist mit 4.7 U/mg erheblich geringer als bei Bungarus fasciatus (35.2 U/mg) (ref. 8). 
Die Hauptmenge der Aktivitat (>93 %) wurde von CM-Sephadex nicht festgehalten 
und lief bei der Ionenaustauschchromatographie rund 8 ma1 angereichert durch. 
Erstaunlicherweise war die Gesamtaktivitit danach hiiher als die des Rohgftes, eine 
Tatsache, die wir uns mit der Abtrennung eines im Gift ebenfalls vorhandenen Ace- 
tylcholinestarese-Inhibito& erklgren. 

TABELLE I 

REINIGUNG DER ACETYLCHOLINESTERASE AUS KOBRAGIFT (NAIA NilJA ATRA) 

Mittelwerte aus vier Pr~parationen. 
__ 

Volumen Protein- Gesamt- Aktivitijt Gesamt- Spez. Attreiche- Ausbeute 
(ml) konz. protein (U/ml/ aktivitiit Akt. rungs- 1%) 

Imglml) (nrgl (U) ( Utwl fakfor 

RohgiftlGsung 10.0 92.6 926 438 4380 4.72 - 100 

CM-Sephadex-SPule 33.5 3.64 122 147 4910 40.3 8.5 112 

Affinitgtstiule 16.5 0.043 0.71 236 3900 5470 1160 89 

m-[6-Aminocaproylamino)caproylamino]phenyltrimethylarnmoniumbromid 
ist fiir die Acetylcholinesterase des Kobragifts ein kompetetiver Inhibitor (Ki = 1.4 
i 0.4,&l). An Sepharose gebunden halt diese Verbindung des Naia-Enzym zwar nicht 
so gut fest wie die Acetylcholinesterase der Erythrozyten (& = 0.3 @4) (ref. 1 l), den- 
noch wurde bei der Affinitatschromatographie mit 93 y0 der aufgetragenen Aktivitat 
noch eine geniigend grosse Menge gebunden. 80 o/0 der aufgetragenen Aktivitat liessen 
sich mit Tetramethylammoniumchlorid wieder eluieren, 3 oA anschliessend noch mit 
1 M NaCl (in der Tabelle nicht beriicksichtigt). 

Das affinitatschromatographisch gereinigte Enzym ist 1160-fach angereichert 
und hat mit 5470 U/mg (Acetylthiocholin als Substrat, Ellman-Test) eine hiihere spez. 
AktivitXaIs die aus Bungarus-Gift8 isolierte Acetylcholinesterase (4512 (//mg). Mit 
dem pH-Stat-Test wurden spez. Aktivitaten von 6980 U/mg (Acetylcholin) bzw. 9530 
U/mg (Acetylthiocholin als Substrat; jeweils bei pH 8.0 und 25’) ermittelt. 

Molekulare Eigenschajlen 
Das gereinigte Enzym liess sich bei der Disk-Elektrophorese in 7 Protein- 

banden auftrennen (Fig. la). Alle Banden zeigte n Esteraseaktivitgt (Fig. lb) tuid 
liessen sich mit SchifI’s Reagenz auf Zucker anfsrben. Diese Beobachtung stimmt 
mit den Angaben von Lee et aLz8 iiberein, die im Gift verschiedener Schlangenarten 
(Naja melanolertca, Bungarus fasciatus und Naja naja naja) bis zu vier Acetylcholin- 
esterase-Isoenzyme durch gelelektrophoretische Auftrennung nachweisen konnten. 
Auch bei griisseren Proteinmengen (>50 pg pro Gel) war die Sudanschwarz-Farbung 
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a) 

0.1 

I 0.5 1 2 3 Laufstreckc L 5 [cm] - 6 

Fig. 1. Disk-Gelelektrophorese der gereinigten AcetyIchoIinesterase aus Kobra-Gift. (a) Protein- 
f&bung (aufgetragen 5 pg); (b) Esteraseanfgrbung (aufgetragen 2.5 (I). 

negativ, das he&t, es liegt hier im Gegensatz zum aus Rindererythrozyten isolierten 
Enzymz9 kein Lipoproteid vor. Die gefundenen multiplen Formen unterscheiden sich 
wahrscheinlich nur in ihrer Ladung, denn bei der Gradientengelelektrophorese (hier 
erfolgt eine Auftrennung praktisch nur nach Molekiilgriisse) wurde nur eine, wenn 

such etwas asymmetrische Bande gefunden (Fig. 2). Das Molekulargewicht des En- 
zyms im nativen Zustand wurde hierbei zu 144,000 f 5000 abgeschiitzt. 

Bei der SDS-Gelelektrophorese konnten such bei Proteinmengen bis zu 50 
,ug pro Gel keine Verunreinigungen nachgcwiesen werden; in Gegenwart wie such 
in Abwesenheit von Mercapto%thanoI aIs DisuIfidbriicken spaltendes Reagenz wurde 

1 2 3 L 5 6 
Laufstrccke [cm] - 

Fig. 2. Bestimmung des Molekulargewichts des gereinigten, nativen Enzyms durch Gradienten- 
gelelektrophorese in Polyacrylamidgelen mit 4-26 % Monomergehalt (Esterasean farbung, aufgetra- 
gen 10 v). Oben sind die Laufstrecken der Rinderserumalburnin-Oligomeren aufgetragen. 
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nur eine Bande gefunden. Das Molekulargewicht der Untereinheit, der diese Bande 
entspricht, lie@ bei 69,000 + 2000 (Fig 3). Das gereinigte Enzym liess sich durch 
isoelektrische Fokussierung in mehr als zehn multiple Formen aufspalten (Fig. 
4), die alle Zuckerreste enthalten und deren pl-Werte zwischen 5.3 und 6.5 liegen. 
Die beiden, mengenmassig am starksten vertretenen Formen haben ihre isoelektri- 
schen Punkte bei pH 6.4 & 0.1 bzw. 6.25 f 0.1. 

A 550 pI*6~:01 PH 

200 

M, x 103 

T 

100 

m 
50 

0.2 04 0.6 0.6 1.0 
Mobilitiit - 

Fig. 3. Bestimmung des Molekulargewichtes det Acetylcholinesterase-Untereinheiten durch SDS- 
Gelelektrophorese. 1 = RNA-Polymerase; M, 39,ooO (a-Kette); 155,000 (p); 165,000 @‘). 2 = 
Phosphorylase a; M, 100,000. 3 = Rinderserumalbumin; iU, 68,000. 4 = Katalase; M, 58,ooO. 
5 = Chymotrypsinogen A; &Zr 25,700. 

Fig. 4. Analytische Elektrofokussierung der gereinigten Acetylcholincsterase auf Polyacrylamid- 
dunnschichtgelen. Der pH-Gradient ist gepunktet eingezeichnet. (a) Proteinfgrbung (aufgetragen 18 
pg); (b) Esteraseanftibung (aufgetragen 25 17). 

Enzyn~atische Eigenschaften 

Das Enzym zeigt als wahre Acetylcholinesterase bei hohen Substratkonzen- 
trationen Substrathemmung. In Tabelle II sind die Michaeliskonstanten, Substrat- 
optima und pH-Optima fi.ir Acetylcholin und Acetylthiocholin als Substrat zusam- 
mengestellt. Das Substratoptimum fur Acetylcholin fanden wir mit 1.2 m&f erheblich 
niedriger als es MountetiO manometrisch am Rohgift einer unbekannten Kobraspe- 
zies ermittelt hat (e 30 mM); unser Wert ist mehr in der NBhe des Substratoptimums 
der Acetylcholinesterase von Bmgarzrs, das nach Kumar und Elliott8 bei 0.8 mM 
liegt. Die Michaeliskonstante fiir Acetylcholin ist beim Kobra-Enzym Sriisser (K,,, = 
106 *uhf> als beim Enzym aus Brcngarzrs-Gift (K,,, = 41.7 ,&I). Das gereinigte Enzym 
verliert in 0.01 M Phosphatpuffer, pH 7.4, 0.15 M NaCl nach etwa zwei Wochen bei 

4” schnell an Aktivitst, in 0 2 M Tetramethylammoniumchlorid und 0.5 M NaXIl in 
0.01 M Phosphatpuffer, pH 7.4, ist es jedoch erheblich Ianger haltbar. 

Proteinchemische Untersrtchmzgen 

Als N-terminale Aminosaure wurde Serin gefunden; demnach hat entweder 
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TABELLE II 

MICHAELISKONSTANTEN, SUBTRATOFTIMA UND pH-OPTIMA FijR DIE SUBSTRATE 
ACETYLCHOLIN UND ACETYLTHIOCHOLIN BE1 25’ 
____-__- ~_______ 
Slzbstrat Km (PH 8.0) S~~bstratopti~~uu~~ pH-Optimum 

fpH8.0) 
____ 

Acetylcholin 106 & 6@1 1.2 mM 8.4 & 0.15 
pH-Stat-Test 
0.1 M NaCI, 0.04 &f MgC12. 
0.005 y0 Rinderserumalbumin 

Acetylthiocholin 75 i 3 jlM 1.0 m&f 9.05 t 0.2 
pH-Stat-Test 
0.1 IM NaCI, 0.04 IM MgC12. 
0.005 y0 Rinderserumalbumin 

Acet~lthiocholin 
Photometrischer Test 
94 mlM Phosphat 
0.31 mM DTNB 

__ ___-.--__. 

nur eine der zwei Proteinketten vom Molekulargeewicht 69,000 Serin am Aminoende, 
die andere wtire dann blockiert, oder beide Ketten haben diese AminosGure am N- 
Terminus. Kumar und Elliott’ fanden fiir das Enzym aus dem Bzmgarrts-Gift such 
nur eine N-terminale Aminosgure, n2mlich Leucin. 

TABELLE III 

AMINOSIiURENZUSAMMENSE-l-ZUNG DER ACETYLCHOLINESTERASE 

Atninostiure Naja naja atra* Emgarus fmciatus * * 
(nro1/100 mol) (n~ol/lOO mol) 

~___. _ - -- ~---__.~~ 
Asparaginsgure 10.5 + 0.9 11.4 
Threonin 4.3 & 0.2 4.8 
Serb 6.4 k 0.3 6.7 . 
GlutaminsHure 9.8 -_L 0.2 9.5 
Prolin 8.7 & 0.4 8.6 
Glycin 9.2 * 0.2 8.6 
Alanin 7.4 * 0.2 7.6 
Cystein 1.2 & 0.2”‘ 0.95 
Valin 6.6 * 0.4 6.7 
Methionin 1.5 & 0.1 1.9 
Isoleucin 4.5 & 0.2 2.9 
Leucin 9.5 5 0.3 10.5 
Tyrosin 2.3 + 0.2 3.8 
Phenylalanin 5.0 + 0.3 5.7 
Lysin 4.0 * 0.4 2.9 
Histidin 2.6 * 0.2 1.9 
Arginin 5.9 * 0.4 5.7 
Tryptophan 0.7 2 - 

~- 
l Mittelwerte aus 6 Analysen. 

** Nach Kumar und EIfiott’; auf Molprozente umgerechnet. 
*-* AIs Cysteintiure nach Perameisens2ureoxydationz2. 

s Spektrophotometrisch’3. 
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Die Ergebnisse der Aminos~urenanalyse stehen in Tabelle HK und sind dort 
den von Kumar und Elliott’ bei Bungarus erhaltenen Werten gegeniibergestellt. Bis 
auf Isoleucin, Leucin, Tyrosin, Lysin und Histidin gibt es keine signifikanten Unter- 
schiede. 

Der Hydroxyprolingehalt ist mit 0.024 f 0.02% praktisch gleich Null. Das 
bedeutet, dass die Acetylcholinesterase des Kobragifts keine kollagen3hnlichen Struk- 
turen aufweist, wie sie beim Enzym aus elektrischem Organ gefunden wurden31. 
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ZIJSAMMENFASSUNG 

Acetylcholinesterase aus Kobragift wurde durch Chromatographie an CM- 
Sephadex und Affinit%schromatographie an sepharosegebundenem m-[6-(6-Amino- 
caproylamino)caproy!amino]phenyltrimethylammoniumbromid 1160-fach angerei- 
chert. Das gereinigte Enzym wurde mit einer spezifischen Aktivitat von 5470 V/mg 
und einer Ausbeute von 89% erhalten. Es hat im nativen Zustand ein Molekular- 
gewicht von 144,000; in Gegenwart von SDS zerfgllt es in zwei Untereinheiten vom 
Molekulargewicht 69,000. Es ist ein Glykoprotein und l&St sich gelelektrophoretisch 
in sieben, durch isoelektrische Fokussierung in iiber zehn multipIe Formen auftrennen. 
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