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SUMMARY 

Charge-controlled hydrophobic chromatography: an effective enzyme purifica- 
tion technique 

More than twenty enzymes (oxidoreductases, hydrolases, lyases, transferases) from crude 
bacterial extracts or commercial preparations have been purified by charge~controlled hydro- 
phobic chromatography on lO-carboxydecyl-Sepharose. The enzymes were adsorbed on 
columns in the presence of high concentrations of structure-forming anions (phosphate, 
sulphate, citrate) and were eluted by decreasing the concentration of the salts. As a rule 
crystalline enzyme preparations were obtained by dialysis of eluates against ammonium 
sulphate solutions. These results suggest the existence of a true affinity principle based on 
the ability of structure-forming anions to modify the enzyme conformation. The only 
supposition is the immobilization of a ligand with a specific combination of hydrophobic 
and ionic properties in that manner, that the columns are not able to bind enzymes in the 
presence of dilute buffer solutions. 

EINLEITUNG 

Unter den verschiedenen Trennverfahren ffir Proteine nimmt die Chromato- 
graphie an Tr~germaterialien mit gleichzeitig hydrophoben und ionischen 
Eigenschaften eine besondere Position ein. W~ihrend in einer Reihe yon F~llen 
yon ausserordentlich giinstigen Trennergebnissen berichtet wurde [1], gibt es 
auch Auffassungen, die diese Technik ablehnen und Trennungen entweder an 
reinen Ionenaustauschern oder typisch hydrophoben Tr~igermaterialien 
empfehlen [2]. Andere Autoren streben dagegen bewusst eine Kombination 
hydrophober, kationischer wie anionischer Eigenschaften an und haben mit 
solchen Materialien hervorragende Trennergebnisse erhalten [3]. Besonders 
ungiinstig wird der Einfluss amphiphatischer Liganden aus der Sicht der 
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Affinit~tschromatographie eingesch~itzt, da solche als Spacermolekiile 
benutzten Substanzen selbst einen entscheidenden Beitrag im Adsorptions- 
prozess leisten kSnnen [4--6]. Daher wird hier in zunehmendem Masse der 
Einsatz langkettiger hydrophiler Spacer angestrebt [7]. 

Basierend auf den guten Resultaten, die wit bei der Trennung yon Alkohol- 
dehydrogenasen an 10-Carboxydecyl-Sepharose (CD-Sepharose) erzielten 
[8], haben wir die Eigenschaften dieses Tr~gers auch gegenfiber anderen 
Enzymen untersucht und zu unserer Oberraschung in allen F~/llen ~/hnlich gute 
Resultate erhalten. In der vorliegenden Arbeit soU ein Oberblick tiber diese 
Befunde gegeben und der Versuch ihrer Deutung unternommen werden. Ira 
Mittelpunkt stehen dabei Untersuchungen an Hefe-Alkoholdehydrogenase, 
die beztiglich ihrer Reaktion mit amphiphatischen Substraten besonders gut 
charakterisiert ist [9]. 

EXPERIMENTELLES 

Chemikalien 
Boehringer (Mannheim, B.R.D.): Alkoholdehydrogenase (ADH) (Leber, 

L-ADH; Hefe, H-ADH), Lactatdehydrogenase (LDH) (Schweineherz), Glycerin- 
aldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) (Kaninchenmuskel), Galactose- 
dehydrogenase (GalDH) (Pseudomonas fluorescens), Aldolase (Kaninchen- 
muskel), Catalase (Rinderleber), Isocitratdehydrogenase (ICDH) (Schweine- 
herz), Alkalische Phosphatase Grad II (K~flberdarm), Diaphorase Grad II 
(Schweineherz), Glucose~-phosphatdehydrogenase (G-6-pDH) Grad II (Hefe), 
Peroxidase Grad II (Meerrettich), NAD ÷, Natrium-glucose-6-phosphat, 
N-Benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilid. Serva {Heidelberg, B.R.D.): D,L-Carnitin- 
hydrochlorid, Natrium-D,L-isocitrat, Natrium-D,L-3-hydroxybutyrat, Natrium-L- 
malat, Natrium-L-lactat, D-Galactose, Guajacol, Rinderserumalbumin, 
Eialbumin. Fluka (Buchs, Schweiz): Hexanol, Heptanol, Octanol, Nonanol, 
Decanol, Ethanal, Butanal, Hexanal, Octanal, Decanal, Dodecanal, Hexylamin, 
Octylamin, Decylamin, 1,6-Diaminohexan, 1,8-Diaminooctan, 1,10-Diamino- 
decan, 6-Aminocaprons~ure, Caprons~iure, Capryls~ure, Caprins~iure, Kork- 
s~/ure, Sebacins~ure. Ferak (Berlin-West): Propanol, 1,4-Butandiol, 1,6- 
Hexandiol, 1,8-Octandiol, 1,10-Decandiol, 6-Aminohexan-l-ol, ll-Amino- 
undecans~ure. VEB Laborchemie Apolda: Ethanol, Butanol, Pentanol, Ethylen- 
glykol, Adipins~ure. Arzneimittelwerk (Dresden, D.D.R.): Malatdehydro- 
genase (MDH) (Schweineherz), NADP ÷, NADH, 4-Nitrophenylphosphat. 
Leidholdt (Kleinmachnow, D.D.R.): Trypsin, Chymotrypsin. Pharmacia 
(Uppsala, Schweden): Sepharose 4B, Sephadex G-200, Dextranblau 2000. 
Chemapol (Prag, Tschechoslowakei): Safranin T, Nitroblautetrazoliumchlorid. 
Merck (Darmstadt, B.R.D.): Papain. Reanal {Budapest, Ungarn): N-Acetyl-L- 
tyrosinethylester. 

A k tivitatsbes t immu ng der Enzy  me 
Alle Aktivit~/tsmessungen wurden bei 25°C an einem Spektralphotometer 

DK2A (Beckman Instruments) in Ktivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm 
durchgeffihrt. Die 2 ml-Testansi/tze enthielten folgende Bestandteile: Alkohol- 
dehydrogenase (EC 1.1.1.1): 0,5 M Ethanol und 0,8 mM NAD ÷ in 0,05 M 
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Kaliumphosphatpuffer pH 8,0. Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27): 45 mM 
L-Lactat und  0,8 mM NAD* in 0,5 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0. 
3-Hydroxybutyratdehydrogenase (HBDH) (EC 1.1.1.30): 20 mM D,L-3- 
Hydroxybutyrat  und 0,8 mM NAD ÷ in 0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0. 
Hydroxyacyl-CoA-dehydrogenase (HACoADH) (EC 1.1.1.35): 0,065 mM 
Acetoacetyl-CoA und 0,2 mM NADH in 0,05 M Natriumphosphatpuffer pH 
6,0. Malatdehydrogenase (EC 1.1.1.37): 47 mM L-Malat und 0,8 mM NAD ÷ in 
0.05 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0. Malatenzym (EC 1.1.1.40): 2,5 mM 
L-Malat, 0,25 mM NADP ÷, 12 mM Magnesiumchlorid und 2,5 mM Ammonium- 
sulfat in 0,05 M Tris--HC1-Puffer pH 7,2. Isocitratdehydrogenase (EC 1.1.142): 
56 mM D,L-Isocitrat, 0,6 mM NADP ÷ und 0,5 mM Manganchlorid in 0,067 mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 6,5. Galactosedehydrogenase (EC 1.1.1.48): 25 mM 
D-Galactose und 0,8 mM NAD ÷ in 0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0. 
Glucose-6-phosphatdehydrogenase (EC 1.1.1.49): 0,5 mM Glucose~-phosphat, 
0,5 mM NADP ÷ und 20 mM Magnesiumchlorid in 0,05 M Tris--HC1-Puffer 
pH 7,5. Carnitindehydrogenase (CDH) (EC 1.1.1.108): 50 mM DJ~-Carnitin 
und 0,8 mM NAD ÷ in 0,1 M Tris--HC1-Puffer pH 9,0. 

Die Aktivit~it aller NAD(P)÷-abh~ngigen Dehydrogenasen wurde bei 340 nm 
gemessen. 

Diaphorase (EC 1.6.4.3): 0,12 mM Nitroblautetrazoliumchlorid und 0.14 
mM NADH in 0,05 M Tris--HC1-Puffer pH 7,5 (k = 510 nm). Peroxidase (EC 
1.11.1.7): 0,3 mM Guajacol und 0,12 M Wasserstoffperoxid in 0,1 M Kalium- 
phosphatpuffer pH 7,0 (k --- 436 nm). Chymotrypsin (EC 3.4.21.1): 0,5 mM N- 
Acetyl-L-tyrosinethylester in 0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 (k = 237 
nm). Trypsin (EC 3.4.21.4) und Papain (EC 3.4.22.2): 1,4 mM N-Benzoyl-D,L- 
arginin-4-nitroanilid in 0,05 M Tris--HC1-Puffer pH 8,0 (~, = 405 nm). 
Alkalische Phosphatase (EC 3.1.3.1): 5 mM 4-Nitrophenylphosphat in 1 M 
Tris--HC1-Puffer pH 8,0 (k = 405 nm). 

Kinetische Untersuchungen mit H-ADH 
EnzymstammlSsungen wurden in 0,067 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 

unter Zusatz yon Glutathion (0,5 mM) oder Rinderserumalbumin (0,05%) 
hergestellt. Alle Testans~itze enthielten ebenfalls Glutathion in dieser Konzen- 
tration. Die Ermittlung der spezifischen Aktivit~t erfolgte in 0,1 M Natrium- 
pyrophosphatpuffer  pH 8,7, der 0,5 M Ethanol und 0,8 mM NAD ÷ enthielt. 
Die Reaktion wurde dutch Zugabe yon 10--50 pl EnzymlSsung gestartet. 
Ale  Messungen wurden bei 25°C durchgefiihrt, das Testvolumen betrug 2 ml. 
Die Initialgeschwindigkeiten wurden in der Regel fiber einen Zeitraum yon 
1--2 min photometrisch bei 340 nm oder fluorimetrisch gemessen [10]. Die 
kinetischen Untersuchungen bei Variation beider Substrate wurden grund- 
s~itzlich bei pH 8,0 durchgefiihrt wie bereits friiher beschrieben wurde [10]. 
Die gemessenen Geschwindigkeiten waren im allgemeinen innerhalb 5%, die 
kinetischen Koeffizienten innerhalb 25% reproduzierbar. Zur Untersuchung des 
Einflusses yon Phosphat und Chlorid auf die kinetischen Parameter der H-ADH 
wurden NAD ÷ im Konzentrationsbereich zwischen 0,204 und 0,82 raM, 
Hexanol im Konzentrationsbereich zwischen 1,6 und 8 raM variiert. Die 
Hemmstudien wurden in 0,067 M Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 unter Einsatz 
yon NAD ÷ (0,164--0,82 mM) und Ethylenglykol {0,2--2 M} durchgefiihrt. Die 
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Inhibitoren wurden maximal in folgenden Konzentrationen eingesetzt: Butyl- 
amin, Caprons~ure, Adipins/iure, Korks//ure, Sebacins/iure, Diaminohexan, Di- 
aminooctan, Diaminodecan (jeweils 50 mM); Capryls~/ure (25 raM); Hexylamin, 
Caprins~ure (14 mM); Octylamin (3 raM); Decylamin (2,5 mM). 

Herstellung der Sepharosederivate 
CD-Sepharose wurde nach unseren frfiheren Angaben aus Sepharose 4B und 

ll-Aminoundecans~/ure fiber die Bromcyan-Aktivierung hergestellt [8]. In 
~/hnlicher Weise wurden Hexylamin, Octylamin, 1,6-Diaminohexan, 6-Amino- 
caprons~/ure und 6-Aminohexan-1 ~l  bzw. Safranin T an den Tr~/ger gekoppelt. 
Hierzu wurden jeweils 10 g Bromcyan-aktivierte Sepharose (etwa 35 ml 
gequollenem Gel entsprechend) in 100 ml 0,1 M NatriumcarbonatlSsung, die 
10 g der jeweiligen Aminoverbindung enthielt, suspendiert und ca. 20 h bei 
25°C langsam geschfittett. Safranin wurde in einer Konzentration von 1 g pro 
100 ml 0,05 M Phosphatpuffer pH 8 eingesetzt. Nach beendeter Reaktion 
wurden die Gele jeweils re_it dem ffinffachen Volumen Wasser, 0,2 M Essigs/iure 
und 3 M Natriumchlorid unter zweimaliger Wiederholung dieser Prozedur 
gewaschen. NAD +-Sepharose wurde nach Periodatoxidation von NAD ÷ durch 
Kopplung an Adipins~uredihydrazid-Sepharose, wie bereits frfiher beschrieben, 
hergestellt [ 11]. 

Substitutionsgrad der Sepharosederivate 
Der Substitutionsgrad der Alkyl-Sepharosen wurde aus dem Chlorid- 

bindungsvermSgen ermittelt. Hierzu wurden 10-ml Portionen des Sepharose- 
derivatives in S~iulen geffillt und jewefls mit 100 ml 0,02 M Salzs~iure bzw. 100 
ml Wasser gewaschen. Nach Beladung mit Chlorid (100 ml 1 M Natriumchlorid) 
wurde solange mit Wasser gewaschen, bis kein Chlorid im Eluat mehr nachweis- 
bar war. Die AblSsung des Chlorids vom Tr/iger erfolgte durch Elution mit 20 
ml 0,1 M Natriumhydroxid. Nach Neutralisation mit  Schwefels~iure wurde mit 
0,1 M SilbernitratlSsung unter Verwendung yon Kaliumchromat als Indikator 
bis zum Verschwinden der gelben Farbe titriert. Die Dosierung erfolgte in 
5-pl Portionen. Der Substitutionsgrad der NAD *-Sepharose wurde nach Reduk- 
tion mit Natriumborhydrid durch Aufnahme des UV-Differenzspektrums unter 
Verwendung yon Sepharose 4B als Leerwert aus der Extinktionsdifferenz bei 
340 nm ermittelt  [11]. Der Substitutionsgrad der Safranin-Sepharose wurde in 
analoger Weise direkt aus dem Differenzspektrum als Extinktionsdifferenz 
bei 520 nm bestimmt. 

Quantitative Bindungsstudien mit Alkyl-Sepharosen 
Zur Ermittlung der quantitativen Bindungsdaten wurden 50--500 pg H-ADH 

mit einer konstanten Menge des Sepharosederivates bei 25 ° C unter  
vorsichtigem Umschwenken ffir 30 min inkubiert. Das Gesamtvolumen der 
Proben betrug 2 ml. Nach Zentrifugation (2 min bei 3000 g) wurde der nicht- 
gebundene Proteinanteil dutch Messung der Extinktion bei 220 nm fiber eine 
Eichkurve ermittelt  und die Bindungsdaten aus den Doppelt-Reziprok-Auf- 
tragungen (1/[ADH]gebunden gegen 1/[ADH]frei) bestimmt. Die bei S~ittigung 
des Tr//gers mit  dem Enzym graphisch ermittelte maximale Bindungskapazit~it 
wurde auf 1 g getrocknetes Sepharosegel bezogen. 
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Priiparative Trennungen an CD-Sepharose 
Als Ausgangsmaterial fiir diese Versuche wurden entweder zellfreie Protein- 

extrakte aus Pseudomonas putida BL 1 (Kultursubstrate waren Hexan, Carnitin 
oder Benzylamin) [12, 13] oder partiell gereinigte Handelspr~parate 
verschiedener Enzyme verwendet. Nach Aufschluss der Bakterien durch Ultra- 
schallbehandlung und anschliessender Zentrifugation wurde das gesamte 
Protein aus dem zellfreien Uberstand dutch Zugabe yon Ammoniumsulfat 
bis zur S~ittigung ausgefiillt. Nach Zentrifugation bei 15 000 g wurde das 
Sediment mit AmmoniumsulfatlSsungen (stets 0,05 M Dinatriumhydrogen- 
phosphat enthaltend) abnehmender Konzentration extrahiert, wobei sich die 
Enzyme nacheinander wieder 15sen. Diese LSsungen wurden direkt auf S~'ulen 
mit CD-Sepharose aufgetragen, die mit der gleichen Salzl5sung tiquilibriert 
worden waren. Pro ml CD-Sepharose kSnnen bis zu 100 mg Protein aufgetragen 
werden. In der Regel wurden 20 ml-Stiulen verwendet, die mit 100--300 ml der 
Proteinextrakte (2--5 mg/ml) beschickt wurden. Die Elution der quantitativ 
adsorbierten Enzyme erfolgte mit abnehmender Ammoniumsulfatkonzentra- 
tion. Konkrete Angaben fiir Konzentrationsdifferenzen, Elutionsvolumen und 
Zeitverlauf sind aus Fig. 12 zu entnehmen. Der Proteingehalt in den Eluaten 
wurde nach Angaben von Kalb und Bernlohr aus der Extinktionsdifferenz der 
Proben bei 230 and 260 nm ermittelt [14]. Alle Versuche wurden bei 22--25° C 
und einer Flussgeschwindigkeit yon 0,4--0,7 ml/min durchgefiihrt. Die Enzyme 
wurden aus den Eluaten durch Dialyse gegen ges~ttigte AmmoniumsulfatlSsung 
wieder ausgef'dllt, wobei in der Regel kristalline Pr~iparate erhalten wurden, 
wenn die Proteinkonzentrationen iiber 1 mg/ml lagen. Nach griindlichem 
Waschen der S~/ulen mit Wasser waren diese erneut einsatzf~hig und konnten 
bis zu einem Jahr st~indig, ohne merkliche Verschlechterung der Trenneigen- 
schaften benutzt werden. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Differenzierte Adsorption und Elution yon Dehydrogenasen an CD-Sepharose 
in A bhtingigkeit vonder Ammoniumsulfatkonzentration 

Zur Aufkl~irung der Natur des Adsorptions-/Elutionsprozesses an CD- 
Sepharose schien uns die systematische Untersuchung an verschieden Dehydro- 
genasen besonders sinnvoll, da hier iiber strukturell wie funktionell bedeutsame 
hydrophobe Regionen eine Reihe gesicherter Resultate vodiegen [15]. Das 
typische Bindungsverhalten f'fir aUe Enzyme ist in Fig. 1 am Beispiel der 
H-ADH dargestellt. In verdiinnten Puffersystemen (< 0,1 M) tritt keinerlei 
Adsorption ein. Demgegeniiber ist in Anwesenheit hoher Konzentrationen 
strukturformierender Ionen wie Phosphat, Sulfat, Citrat eine quantitative 
Adsorption festzustellen. Bei Zusatz von Chlorid in vergleichbaren Konzentra- 
tionen erfolgt dagegen eine Wiederabl5sung des Enzyms vom Sepharosederivat. 
Ahnliche Verhaltensweisen wurden in der Vergangenheit bereits fiir 
verschiedene E nz ym--Tr~iger-Wechselwirkungen beschrieben [1]. Diese 
Resultate sprechen dafiir, dass die Adsorption unter den genannten 
Bedingungen fiber hydrophobe Wechselwirkungen realisiert wird. Aus Fig. la  
wird deutlich, dass das Enzym an unbehandelte Sepharose 4B in Anwesenheit 
von 1 M Phosphat nur in ausserordentlich geringem Ausmass adsorbiert wird, 
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Fig. 1. Bindungsverhalten der Hefe-Alkoholdehydrogenase an CD-Sepharose in Abh~ngigkeit 
yon der Ionenart und -konzentration. Eine 2 ml-S~/ule wurde mit 1 M Kaliumphosphatpuffer 
pH 8 ~'quilibriert und mit 0,5 rnl einer LiSsung von H-ADH im gleichen Puffer (0,2 mg/rnl) 
beladen. Die Elution erfolgte bei eine~ Flussgeschwindigkeit von 0,6 rnl/rnin unter Einsatz 
von Ammoniurnsulfat bzw. Natriumchlorid. In einern zweiten Experiment wurde die Elution 
duch Verringerung der Phosphatkonzentration bewirkt. Gesarnrnelt wurden 5 rnl-Fraktionen. 
(a) Unter den gleichen Bedingungen wurde der Versuch an unbehandelter Sepharose 4B in 
Anwesenheit von 0,05 M Phosphat (v) bzw. 1 M Phosphat (o) durchgefiihrt. Gesamrnelt 
wurden 1 rnl-Fraktionen. 

obwohl bei weiterer ErhShung der Salzkonzentration eine Zunahrne der 
Bindungsaffinit~it zu erwarten ist. So konnten Fujita et al. [16] nachweisen, 
dass H-ADH unter anderem auch an Cellulose in Anwesenheit von 2 M 
Ammoniumsulfat adsorbiert wird. 

Fig. 2 zeigt das Bindungsverhalten von MDH, LDH, GAPDH, H-ADH und 
L-ADH an CD-Sepharose. Daraus wird deutlich, dass die Konzentration an 
Ammoniumsulfat, die zur vollst~/ndigen Adsorption der Enzyme notwendig ist, 
sehr unterschiedlich ist. So erfolgt eine vollstiindige Adsorption der L-ADH 
schon bei Ammoniumsulfatkonzentrationen von > 1,2 M, w~ihrend MDH erst 
bei Konzentrationen > 2 M adsorbiert wird. Bei der bekannten ausserordentlich 
grossen ~khnlichkeit der Coenzymbindungsdom~/nen bzw. der Konformation 
des gebundenen Coenzyms in allen Dehydrogenasen [15] erscheint eine 
Realisierung der Wechselwirkung fiber die hydrophobe Adeninbindungsregion 
zun~chst recht unwahrscheinlich. Demgegeniiber besitzen die katalytischen 
Dom~nen dieser Enzyme sehr unterschiedliche Strukturen, was zu verschieden- 
artigen riiumlichen Anordnungen gegenfiber ihrer gemeinsamen Dinukleotid- 
bindungsdom~ne fiihrt [15]. Dadurch ergeben sich Unterschiede in den Subein- 
heitenwechselwirkungen, die s~xntlich fiber Bereiche der Coenzymbindungs- 
dom~ne realisiert werden. Die Enzyme zeigen bezfiglich ihrer Quartiirstruktur 
deutliche Differenzen, woraus sich mSglicherweise die in Fig. 2 dargestellten 
Unterschiede ableiten lassen. 
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Fig. 2. Adsorptionsverhalten verschiedener Dehydrogenasen an CD-Sepharose in Abh~/ngig- 
keit von der Ammoniumsulfatkonzentration.  Die in Ammoniumsulfatl6sungen unterschied- 
licher Konzentration gelSsten Enzyme wurden auf 8 ml-S~/ulen, die vorher mit der 
entsprechenden Salzkonzentration ~quilibriert worden waxen, aufgetragen. MDH (5,2 mg in 
4,5 ml 2 M Ammoniumsulfat);  GAPDH (9 mg in 1,6 ml 2 M Ammoniumsulfat);  LDH (7,4 
mg in 2,4 ml 1,6 M Ammoniumsulfat);  H-ADH (7,8 mg in 1,6 ml 1,6 M Ammoniumsulfat);  
L-ADH (6,4 mg in 1,5 ml 1,6 M Ammoniumsulfat).  Die Elution erfolgte bei einer Fluss- 
geschwindigkeit yon 0,6 ml/min,  wobei 5 ml-Fraktionen gesammelt wurden. 
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Bezieh ungen z wischen A dsorp tionsverhalten und Su bstratbindung 
Bemerkenswert sind die sehr iihnlichen Verhaltensweisen der dimeren 

L-ADH under der tetrameren H-ADH an CD-Sepharose, obwohl es zwischen 
beiden Enzymen erhebliche struktureUe wie funktioneUe Unterschiede gibt 
[17, 18]. Beide Alkoholdehydrogenasen weisen jedoch eine betr~chtliche 
,~,hnlichkeit beziiglich ihrer Substratbindungsregionen auf, die wie Struktur- 
daten belegen, streng hydrophober  Natur sind [18]. Dies l~sst sich auch aus 
kinetischen Parametern ableiten, wenn man die Wirkung beider Enzyme gegen- 
fiber homologen Substraten untersucht. Als typischer Ausdruck einer 
hydrophoben Protein--Ligand-Wechselwirkung ergibt sich im Falle der H-ADH 
ftir alle Substanzen eine lineare Beziehung zwischen pKm-Werten and C-Zahl im 
Bereich yon vier bis zehn C-Atomen (Fig. 3A). Demgegeniiber treten 
betr~chtliche Unterschiede im Verlauf der pKm-Werte zwischen Hefe- und 
Leber-ADH auf (Fig. 3B), obwohl auch hier eine weitgehende Identit~it zu 
erwarten war. Da die Km-Werte flit die L-ADH [17, 19] im Gegensatz zum 
Hefe-Enzym [9, 10] nicht ann~ihernd die Dissoziationskonstanten der Enzym-- 
Alkohol-Komplexe repr~sentieren, ist dieses Verhalten jedoch verst~ndlich. 
Die ~hnlichkeit  beider Substratbindungsregionen l~sst sich in iiberzeugender 
Weise demonstrieren, wenn man fiir L-ADH die Ki-Werte yon Monocarbon- 
s~iuren, die kompetitive Inhibitoren sind, zum Vergleich heranzieht (Fig. 3B). 
Da die CD-Sepharose letztlich auch als substratanaloge Verbindung aufgefasst 
werden kann, w~e  ein ~hnliches Adsorptionsverhalten der beiden Alkohol- 
dehydrogenasen an diesem Tr'dger durchaus verst~ndlich. 

6 - -  
A 

o 
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Fig. 3. 
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Fig. 3. Abh~ngigkeit von Km-Werten und Inhibitorkonstanten der H-ADH und L-ADH yon 
der Kettenlh'nge des Substrates bzw. Inhibitors. (A) Hefe-Alkoholdehydrogenase: ¢, 
1-Alkanole [20]; ~, Aldehyde [20]; • Alkandiole; o, Monocarbons~uren; ~, Monoamine [9]. 
(B) Hefe- uncl Leber-Alkoholdehydrogenase: A, 4, 1-Alkanole (H-ADH) [20, 21]; o, o, 
1-Alkanole (L-ADH) [21, 22 l ;o ,  Monocarbons~uren (L-ADH) [231. 

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die F~/higkeit zum Umsatz 
langkettiger aliphatischer Alkohole und damit auch zu deren Bindung 
prinzipiell alle bekannten Alkoholdehydrogenasen besitzen, also auch solche, 
die z.B. speziell zur Oxydation yon Methanol oder aromatischer Alkohole 
gebildet werden [9]. Man kann daher davon ausgehen, dass das hydrophobe 
Milieu in unmittelbarer N~ihe des katalytischen Zentrums weniger fiir die Sub- 
stratbindung bedeutsam ist, sondern vielmehr als notwendige Voraussetzung 
fiir die Realisierung des Hydridtransfers anzusehen ist. Aus dieser Sicht w~ire 
eine grunds~itzliche F~ihigkeit zur Bindung an CD-Sepharose auch f'tir andere 
Dehydrogenasen zu erwarten, wobei wegen der betr~ichtlichen strukturellen 
Unterschiedlichkeit der Substrate exakte Ubereinstimmungen unwahrschein- 
lich sind. Die in Fig. 2 deutlich werdenden Bindungsunterschiede kSnnten 
somit auch auf dieser Basis erkl~rt werden. 

Elu tion durch Bildung bina'rer bzw. terntirer Enzym--Ligand-Komplexe 
Bei Weiterfi]hrung der Untersuchungen stellte sich heraus, dass sich im Falle 

der L-ADH eine Elution des adsorbierten Enzyms nicht nur dutch Verringerung 
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Fig. 4. Adsorption verschiedener Dehydrogenasen an CD-Sepharose in Anwesenheit hoher 
Ammoniumsulfatkonzentrationen und Elution durch Bildung biniirer bzw. tern~rer Enzym--  
Ligand-Komplexe. Die Bedingungen fiir die Adsorption entsprechen denen in Fig. 2. Die 
eingesetzten Ammoniumsulfatkonzentrationen lagen bei 2,1 M (MDH), 1,6 M (LDH und 
H-ADH) sowie 1,4 M (L-ADH). Fiir die Elution wurde zus~tzlich NADH (0,4 raM), 
Acetamid (0,5 M) bzw. Lactat oder Malat (0,1 M) zugegeben. 

der Ammoniumsulfatkonzentration von 1,4 M auf 1,2 M, sondern auch dutch 
NADH-Zugabe unter Beibehaltung von 1,4 M Ammoniumsulfat  erreichen 
l~'sst (Fig. 4). Eine Abl6sung der anderen Enzyme gelang unter ~hnlichen 
Bedingungen nicht. Demgegeniiber liessen sich H-ADH durch gleichzeitige 
Zugabe v o n  Acetamid, LDH dutch gleichzeitige Zugabe von Lactat eluieren. 

Es ist bekannt, dass die Geschwindigkeit der Abdissoziation des NADH yore 
bin~iren Enzym--Coenzym-Komplex  mit k' l  = 4,7 s -1 im Falle der L-ADH 
ausserordentlich gering ist und den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 
der Gesamtreaktion darstellt [19]. Mit einer Dissoziationskonstante von 
K ~ 0,5 #M ist die Stabilit~t des Komplexes im Vergleich zu den anderen 
Dehydrogenasen sehr hoch. Die in TabeUe I zusammengestellten Daten 
korrelieren mit dem Elutionsverhalten in Fig. 4 ausserordentlich gut. Auch die 
AblSsung der H-ADH and LDH nach Acetamid- bzw. Lactatzugabe wh're 
erkl~irbar, da hierbei t ern~e  Komplexe gebildet werden, deren Stabilit~it 
gr6sser ist als die der entsprechenden b i n ~ e n  Enzym--NADH-Komplexe  
[24, 25]. Ein charakteristisches Merkmal fiir die Wirkungsweise der unter- 
suchten Dehydrogenasen ist eine obligatorische Bindungsfolge, nach der die 
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TABLE I 

DISSOZIATIONSKONSTANTEN DER BIN~,REN ENZYM--NADH-KOMPLEXE BZW. 
GESCHWINDIGKEITSKONSTANTEN DER NADH-DISSOZIATION F~IR 
VERSCHIEDENE DEHYDROGENASEN BEI pH 8 [18] 

Enzym KEnzym_NADH (~M) k'_ 1 (s-1 ) 

MDH (Schweineherz) 9,5 152 
GAPDH (Kaninchenmuskel) 6,5 102 
LDH (Schweineherz) 1,8 150" 
H-ADH 12,5"* 500** 
L-ADH 0,62 4,7 

*LDH (Rinderherz), pH 9. 
**pH 7,0--7,1. 

Substratbindung stets erst nach der Realisierung der Enzym--Coenzym- 
Wechselwirkung mSglich ist. Ursache hierf'tir ist eine dutch das Coenzym 
bewirkte Konformations~indemng am Enzym, in deren Folge die Bindung des 
Substrates erst mSglich wird [15]. Bei Einbeziehung der Substratbindungs- 
region in die Wechselwirkung mit der CD-Sepharose w~re also eine, Beein- 
flussung der Bindungsaffinit~t nach Coenzymbindung durchaus zu erwarten. 

Bindungsverhalten von H-ADH an Alkyl-Sepharosen 
Eine Reihe yon Anzeichen sprechen daffir, dass im Elutionsprozess 

Konformations~nderungen dominieren, die fiir die Substratbindung von 
Bedeutung sind. Zur weiteren Charakterisierung dieser Wechselwirkung haben 
wit das Verhalten der H-ADH an verschiedenen Alkyl-Sepharosen untersucht. 
Die in Abh~ngigkeit von der Phosphat- und Enzymkonzentration durch- 
geftihrten Versuche ergaben die in Fig. 5 zusammengestellten Resultate. Bei 
Einsatz von Octyl-Sepharose zeigte sich im Gegensatz zu den bisher gemachten 
Beobachtungen, dass eine quantitative Adsorption des Enzyms bereits in ver- 
dfinnten PufferlSsungen auftritt. An Hexyl-Sepharose wird das Enzym dagegen 
nur in Anwesenheit hoher Phosphatkonzentrationen quantitativ adsorbiert, 
w~hrend in verdiinnten Pufferl5sungen eine vonder  Proteinkonzentration ab- 
hiingige partielle Adsorption erfolgt. Die Einfiihrung einer zus~tzlichen 
funktionellen Gruppe in w-Position des Alkylrestes der substituierten 
Sepharose fiihrt zu einer betr~ichtlichen Verschlechterung der Enzymbindung, 
und zwar unabh~'ngig davon, ob es sich um eine positiv oder negativ geladene 
Gruppe handelt. In allen F~illen ist wieder ein biphasischer Bindungsprozess in 
Abh~ngigkeit yon der Proteinkonzentration nachweisbar. In keinem Fall 
gelingt eine quantitative Adsorption des Enzyms. Am ungiinstigsten macht sich 
der Einfluss einer Carboxylgruppe bemerkbar, der erst nach Verl~ingerung der 
CH2-Kette aufgehoben wird. Dadurch ergibt sich das fiir CD-Sepharose typische 
Bindungsverhalten. 

Hemmstudien  an H-ADH unter Verwendung homologer Inhibitoren 
Um eine Erkl~rung fiir das unterschiedliche BindungsvermSgen zu erhalten, 

haben wir eine grosse Zahl yon Hemmstudien mit den 15slichen Liganden 
durchgefiihrt und dabei eine Reihe weiterer widerspriichlicher Resultate 
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Fig. 5. Adsorption yon H-ADH an versehiedenen Alkyl-Seph~osen bei pH 8,5 in 0,067 M 
.K.aliumphosphatpuffer (s)  bzw. 1 M Kaliumphosphatpuffer  (o). Dargestellt ist die nach 
Aquilibrierung des Sepharosederivates mit  H-ADH im Uberstand verbleibende Proteinmenge 
(%) in Abh~ngigkeit yon der Gesamtmenge des eingesetzten Enzyms. Die 2 ml-Ans~tze ent- 
hielten jeweils 0,25 ml gesetztes Sepharosegel. Die Herstellung der Sepharosederivate erfolgte 
dutch Kopplung yon 1,6-Diaminohexan, 6-Aminohexan-l-ol ,  Hexylamin, Octylamin, 6- 
Aminocapronrm'ure und 11-Aminoundecamiiure an Bromcyan-aktivierte Sepharose. 

TABELLE II 

WIRKUNG VON INHIBITOREN AUS VERSCHIEDENEN HOMOLOGEN REIHEN AUF 
DIE REAKTION DER HEFE-ALKOHOLDEHYDROGENASE BEI pH 8 

Kettenl~/nge K i (mM) 
des 
Inhibitors Diamin Monoamin Dicarbon~ure  Monocarbonsi~ure 

Variation der NAD*-Konzentration (0,164--0,82 mM) bei konstanter Ethylenglykol- 
konzentration (2 M) 
C, 38 (C) 14 (C)* 90 (C) 38 (C) 
C s 38 (C) 2,9 (C) --  6 (C) 
C,o --  --  45 (C) 7 (NC)** 

Variation der Ethylenglykolhonzentration (0,2--2 M) bei konstanter NAD+-Konzentration 
(0,82 mM) 
C 6 42 (C) 11 (C) 65 (C) 51 (C) 
Cs 42 (C) 1,7 (C) -- 7 (C) 
C,0 9 (C) 0,9 (C) 38 (C) 7 (NC) 

* C = Kompeti t ive Hemmung. 
**NC = Nichtkompeti t ive Hemmung. 
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erhalten. Bei S/ittigung des Enzyms mit NAD ÷ erh/ilt man ein eindeutiges Bild 
allein f'tir den Hemmeffek t  der Monoamine (Tabelle II). Alle sind kompetit ive 
Inhibitoren, wenn die Alkoholkonzentrat ion variiert wird. Dieser Hemmtyp  
st immt mit anderen kinetischen Daten gut iiberein, nach denen unter  den 
gew/ihlten Reaktionsbedingungen bei Verwendung von Ethylenglykol als 
Substrat  das Enzym einem random bi bi Mechanismus folgt [9]. Die pKi-Werte 
stehen in proport ionaler  Beziehung zur Kettenl/inge des Alkylrestes und 
verhalten sich somit  vSllig analog zu den pKm-Werten f'tir homologe prim/ire 
Alkohole (Fig. 3). Im Bereich zwischen sechs und acht  C-Atomen ergeben 
sich auch fiir Monocarbonsh'uren/ihnliche Verh/iltnisse. 

Ein vSllig anderes Bild erh/ilt man bei Einsatz von Diaminen und Dicarbon- 
s/iuren als Inhibitoren. In allen F/illen nimmt die hemmende Wirkung im 
Vergleich zu den entsprechenden Monoverbindungen stark ab. Dies s t immt 
exakt  mit  dem beobachte ten  Adsorptionsverhalten der H-ADH an 
verschiedenen substi tuierten Alkyl-Sepharosen iiberein. Zusammen mit der 
Tatsache, dass die systematischen Beziehungen zwischen Hemmst/irke und 
Kettenl/inge des Alkylrestes verloren gehen, muss man daraus ableiten, dass sich 
die Bindungsverh/iltnisse/indern, wenn zus/itzliche funktionelle Gruppen in den 
Liganden bzw. den Inhibitor eingefiihrt werden. In diesem Zusammenhang ist 
interessant, dass mit  6-Aminocaprons/iure keinerlei Hemmeffekte  erzielt 
werden konnten.  Auch dies s t immt mit der ausserordentlich geringen Affinit~t 
des Enzyms gegeniiber dem entsprechenden Sepharosederivat iiberein (Fig. 5). 
Wir nehmen an, dass in Abh/ingigkeit vom Abstand der geladenen Gruppen 
im Liganden bzw. deren Natur einerseits unterschiedliche Bereiche der Protein- 
region, andererseits nur ein Teil des Liganden fiir den Bindungsprozess in 
Anspruch genommen werden kSnnen. 

Unverst/indlich ist allerdings, dass die untersuchten Inhibitoren auch bei 
S/ittigung des Enzyms mit  dem Alkohol und Variation der NAD ÷-Konzentra- 
tion wirksam werden (Tabelle II). Hierbei zeigen sich jedoch einige Besonder- 
heiten. Am auffallendsten ist einerseits das v611ige Fehlen einer Hemmung f'tir 
Monoamine mit  zehn C-Atomen, andererseits die teilweise numerische Identit~t 
der Ki-Werte in beiden Versuchsreihen. Hieraus ergeben sich erste Hinweise 
dafiir, dass eine Wechselwirkung der substituierten Alkyl-Sepharosen unter 
best immten Bedingungen auch mit der Adeninbindungsregion, die Eigen- 
schaften einer ausgepr/igt hydrophoben,  relativ begrenzten F1/iche besitzt [15] ,  
mSglich ist. Es w/ire somit verst/indlich, dass einige Verbindungen besonders 
dann, wenn ihr Alkylrest  eine best immte L/inge iiberschreitet, an dieser Region 
nicht mehr gebunden werden kSnnen. Besonders eindrucksvoll l~sst sich diese 
These stiitzen, wenn man den Umsatz yon Alkandiolen durch H-ADH unter- 
sucht. Hierbei zeigt sich, dass die Km-Werte, /ihnlich wie bei den Alkanolen, 
systematisch mit der Kettenl~:nge abnehmen,  dass jedoch nur fiir die mittel- 
kettigen Alkohole das Ph~nomen einer ausgepr/igten Substrathemmung nach- 
weisbar ist (Fig. 6). Oberhalb einer Kettenl~nge von acht C-Atomen 1/isst sich 
dieser Effekt,  der kompeti t iv gegen/iber NAD ÷ ist [9], nicht mehr nachweisen. 
Problematisch ist dabei nat/irlich die Tatsache, dass einerseits die meisten der 
untersuchten Substanzen eine weitgehend /ihnliche Hemmwirkung aufweisen, 
unabh/ingig davon, ob Substrat- oder Coenzymkonzentrat ion variiert werden, 
und andererseits, dass der Hemmtyp  in nahezu allen F/illen kompetit iv ist. Dies 
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Fig. 6. Abh~ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration beim 
Umsatz von Alkandiolen durch Hefe-Alkoholdehydrogenase. (a) Beziehungen zwischen den 
ermittelten Km-Werten und der Kettenl~'nge des Substrates. (b) Beziehungen zwischen 
Hemmst~rke bei Substratiiberschuss und der Kettenl~nge des Substrates. 

deutet darauf hin, dass die Wechselwirkungen mSglicherweise nicht direkt an 
der Substrat- bzw. Coenzymbindungsregion erfolgen, sondern an einer anderen 
Stelle, die offenbar infolge yon Konformations~indemngen durch Substrat- bzw. 
Coenzymbindung nicht mehr fiir eine Inhibitorbindung verffigbar ist. 

In diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung interessant, dass die 
Bindung von Anilinonaphtalensulfonsi/ure an H-ADH zwar kompetitiv zur 
NAD+-Bindung erfolgt, als Bindungsort jedoch eine hydrophobe Nische 
zwischen den Subeinheiten angenommen wird, die nicht mit der Coenzym- 
bindungsstelle identisch ist [26]. Somit k~/me fiir die Wechselwirkung eine 
Enzymregion in Betracht, die mit dem Subeinheitenkontakt in Beziehung steht. 
Da dieser jedoch erst durch die spezifische Kombination yon katalytischer 
Dom~ne und Coenzymbindungsdom~ine realisiert wird, w~e  auch die komplexe 
Einbeziehung yon Coenzym- und Substratbindungsregion verst~indlich, 
besonders wenn KonformationsS~derungen im Gesamtprozess eine 
dominierende Rolle spielen. Von Interesse ist in diesem Zusammenhang auch 
die Beobachtung, dass Glycerol und andere Polyole an H-ADH Konformations- 
~/nderungen bewirken kSnnen, die zu einer bemerkenswerten Verringerung des 
Km-Wertes sowohl gegenfiber Ethanol als auch gegeniiber NAD ÷ ffihren [27]. 

Eigenschaften der H-ADH bei hoher IonenstErke 
Die Realit~it yon Konformations~indemngen auch in Abh~ngigkeit yon der 

Ionenart und Ionenkonzentration kann aus einer Reihe weiterer Resultate 
abgeleitet werden. So zeigt sich, dass hohe Phosphatkonzentrationen zu 
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Fig. 7. Gelchromatographie von Hefe-Alkoholdehydrogenase an Sephadex G-200 bei 4 ° C. (a) 
0,01 M Kaliumphosphatpuffer  pH 8,0 ;(b) 1 M Kaliumphosphatpuffer  pH 8,0 (--) und 0.01 M 
Kaliumphosphatpuffer  pH 8,0 (- - -). Aufgetragen wurden jeweils 0,2 mg Enzym auf eine 
60 x 0.9 cm S~ule. Gesammelt  wurden Frakt ionen yon 0,43 ml, in denen ADH im Standard- 
aktivitiitstest bes t immt wurde. Als Eichproteine wurden Isocitratdehydrogenase,  Aldolase, 
Catalase, Ovalbumin, Lactatdehydrogenase und Malatdehydrogenase verwendet. Die in der 
Abbildung enthaltenen Zahlen repr~sentieren die aus der Eichkurve ermittelten Molekular- 
gewichte (weitere Angaben siehe Lit. 9). 

TABELLE III 

MAXIMALE REAKTIONSGESCHWINDIGKEIT, Kin" UND Ks-WERTE FUR 
UMSATZ VON HEXANOL DURCH HEFE-ALKOHOLDEHYDROGENASE 
ANWESENHEIT HOHER IONENKONZENTRATIONEN BEI pH 8,0 

Detaillierte Interpretat ion siehe Lit. 9. 

DEN 
IN 

kkat K NAD+ KNmAD + KHmeX 
(s -~ ) (zM) (zM) (raM) 

0,067 M Phosphat 14,9 152 177 3,4 
0,067 M Phosphat  + 1 M Natriumchlorid 12,8 132 359 3,9 
1 M Phosphat 75,2 225 263 2,6 

deutlichen Ved/nderungen im UV-Differenzspektrum der H-ADH im Bereich 
yon 280--300 nm fiihren [9]. Unter solchen Bedingungen liess sich mit  Hilfe 
yon Gelfiltrationsstudien eindeutig eine Proteinassoziation nachweisen (Fig. 7). 
Die ver~nderte Oligomerenstruktur kommt  auch in den kinetischen Eigen- 
schaften des Enzyms zum Ausdruck (Tabelle III). Bemerkenswert ist dabei die 
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ffinffache Steigerung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit bei Ubergang 
yon 0,067 M zu 1 M Phosphatpuffer, w~flarend Natriumchlorid keinerlei Effekt 
zeigt. Gleichzeitig erhSht sich die NAD%Bindungskonstante yon Werten 
zwischen 100 und 150 pM auf Werte von 200--250 pM. 

In diesem Zusammenhang ist das von Yamada und Yamato [28] postulierte 
"Dimer yon Dimeren"-Modell der H-ADH interessant. Diese Autoren fanden 
mit nichtkinetischen Methoden, dass das Enzym 2 verschiedene NAD ÷- 
Bindungsstellen besitzt, die negativ miteinander kooperieren. Die v o n d e r  
NAD÷-Konzentration abh~ingigen Dissoziationskonstanten wurden zu 120 und 
310 pM ermittelt. Diese Daten liegen im Bereich der oben angegebenen Werte, 
wodurch ein weiterer Hinweis auf die enge Verflechtung yon Konformations- 
~/nderungen, Oligomerenassoziation, Coenzym-bzw. Substratbindung und 
Salzkonzentration gegeben wird. Zus/itzlich muss auch die Konzentration des 
Enzyms in dieses Konzept eingeordnet werden. Erste Hinweise hierffir hatten 
sich bereits aus dem biphasischen Bindungsverlauf der Adsorption (Fig. 5) 
ergeben. Dieser wiirde mit einer bei Abnehmender Enzymkonzentration 
verst//rkt auftretenden Oligomerendissoziation im Einklang stehen. Frfihere 
Untersuchungen hatten gezeigt, dass unter bestimmten Bedingungen auch die 
Enzymaktivit~t stark yon der Proteinkonzentration abh~ingt, wobei auf die 
MSglichkeit von reversibel ineinander umwandelbarer ADH-Formen ausffihrlich 
eingegangen wurde [9]. 

Bindungsverhalten yon Dehydrogenasen an N A D  +- und Safranin-Sepharose 
Zur weiteren Kl~/rung der Bedeutung yon Coenzymbindung und Enzym- 

konformation fiir den Bindungsprozess yon Dehydrogenasen an CD-Sepharose 
haben wir Untersuchungen mit immobflisiertem NAD ÷ einbezogen. Wir 
benutzten hierfiir ein Pr/iparat, dass bei Einsatz yon L-ADH und Ethanol eine 
Coenzymaktivit~t yon etwa 1% des 15slichen Coenzyms zeigt. Dies liegt im 
Bereich anderer NAD÷-Pr//parate [29, 30], obwohl~ nach Mosbach [31] 
Immobilisierungen fiber die Ribosereste zu Coenzym-inaktiven Pr//paraten 
f/ihren sollten. Zus~tzlich wurde mit Safranin-Sepharose ein immobilisierter 
Farbstoff, der ohne Spacer an die Bromcyan-aktivierte Sepharose gekoppelt 
wurde, in die Untersuchungen einbezogen. 

Alle Versuche, an S~iulen mit diesen Pr~iparaten eine effektive Adsorption 
yon Dehydrogenasen zu erzielen, schlugen fehl, wenn in verdfinnten Puffer- 
systemen gearbeitet wurde. Lediglich eine etwas verzSgerte Elution der Enzyme 
war unter den Bedingungen des Auftragens (0,03--0,1 M Phosphatpuffer) zu 
registrieren. Die daraufhin durchgefiihrten quantitativen Untersuchungen zum 
Bindungsverhalten brachten -- besonders nach Einbeziehung a]~nlicher 
Experimente mit den Alkyl-Sepharosen - -zumindest  teilweise eine Erkl/irung 
ffir dieses unerwartete Verhalten. So wird aus Tabelle 4 deutlich, dass die 
Bindungsaffinit//t der H-ADH an NAD +- und Safranin-Sepharose in 0,1 M 
Phosphatpuffer ausserordentlich gering ist und in der GrSssenordnung der 
meisten Alkyl-Sepharosen liegt. Die Verh~iltnisse ~indern sich auch hier signifi- 
kant, wenn in Anwesenheit hoher Phosphatkonzentrationen gearbeitet wird. 
Wie bei allen Alkyl-Sepharosen ist auch bei diesen beiden Pr~paraten eine 
enorme ErhShung der Bindungsaffinit~/t festzustellen. 

Unter Einbeziehung der oben geffihrten Diskussion zur Wirksamkeit yon 
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TABELLE IV 

BINDUNGSDATEN FUR DIE WECHSELWIRKUNG VON HEFE-ALKOHOL. 
DEHYDROGENASE MIT VERSCHIEDENEN SEPHAROSEDERIVATEN 

Experimentelle Bedingungen siehe Experimentelles. 

Sepharose- Substitutions- K* (uM) 
derivat grad 

(umol/g) 0,1 M 1 M 
Phosphat Phosphat 
(pH 8) (pH 8) 

n** (pmol H-ADH pro g 
Sepharosederivat) 

0,1M 1M 
Phosphat Phosphat 
(pn 8) (pH 8) 

Hydroxyhexyl 65 5 0,15 0,4 0,3 
Aminohexyl 100 3,5 0,15 0,45 0,3 
Carboxypentyl 70 10 0,3 0,1 0,2 
Hexyl 35 1 0,12 0,4 0,5 
Octyl 60 0,2 0,09 0,7 0,6 
Carboxydecyl 70 10 0,08 0,1 0,7 
Safranin 3 3 0,25 0,13 0,2 
NAD + 7 4 0,15 0,4 0,6 

*K = [H-ADH] [NAD *-Sepharose ]/[ H-ADH-NAD *-Sepharose ]. 
**Bei Siittigung des Tr~'gers mit Enzym. 
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Fig. 8. Abh~/ngigkeit der spezifischen Aktivit~t verschiedener Dehydrogenasen bei Einsatz 
yon 16slichem und immobilisiertem NAD + als Coenzym. Die 1,7 ml-Testans~tze enthielten 
jeweils 1,6 umol 15sliches NAD ÷ oder 0,15 ml gesetzte NAD÷-Sepharose und das jeweilige 
Substrat (siehe Experimentelles). Die Reaktion wurde in 0,05 M Kaliumphosphatpuffer 
pH 7,5 durchgefiihrt und irn Falle des immobilisierten Coenzyms mit jeweils 250 ~g Enzym 
gestartet. Die Untersuchungen in heterogener Phase wurden unter kontinuierlichem Riihren 
in der Kiivette mit Hilfe eines Magnetriihrers durchgefiihrt [32l. 

Konformations~nderungen im Adsorptions-/Elutionsprozess h~tte dieses 
Resultat weitreichende Bedeutung. Es zeigt, dass selbst bei Immobilisierung 
der echten Coenzyme oder diesen sehr ~n l i chen  Verbindungen nicht a priori 
eine effektive Enzym--Tr~/ger-Wechselwirkung gew~'hrleistet sein muss. Diese 
These wird durch ein weiteres Experiment gefestigt. So l~sst sich eine starke 
Abh~ngigkeit der Coenzymaktivit~/t der NAD+-Sepharose yon der Enzymreak- 
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tion, in der das Pr~parat eingesetzt wird, nachweisen (Fig. 8). Die erwartete 
lineare Beziehung zwischen 18slichem und immobilisiertem Coenzym ist in keiner 
Weise erffiUt. Bei der bekannten Ahnlichkeit der Coenzymbindungsregionen in 
verschiedenen Dehydrogenasen war dieses Resultat nicht zu erwarten. Die 
starke Zunahme der Coenzymaktivit~t geneniiber H-ADH und LDH bei 
Erh6hung der Phosphatkonzentration [32] spricht auch hier daffir, dass eine 
zur Wechselwirkung geeignete Enzymkonformation mSglicherweise erst 
geschaffen werden muss. Auch aus den Beziehungen zwischen der Enzym- 
aktivit~it bei Einsatz von immobilisiertem NAD ÷ und der Enzymkonzentration 
l e s t  sich eine i/hnliche t)berlegung ableiten. Fig. 9 zeigt, dass beide Alkohol- 
dehydrogenasen nicht das fiir Reaktionen in heterogener Phase typische 
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Fig. 9. Abh~ngigkeit der init ia]en Reakt ion~eschwindigkei ten yon der Enzymkonzentrat ion 
beim Umsatz yon immobilisiertem NAD* durch L-ADH (=) und H-ADH (o). Die 1,7 m l  
Testans~tze enthielten jeweils 0,025 ml gesetzte NAD*-Sepharose und 1 mmol Ethanol in 
0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 bzw. in 1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 (H-ADH). 
Die Reaktion wurde mit Enzym gestartet. 

Fig. 10. Adsorption yon LDH und H-ADH an NAD+-Sepharose in Anwesenheit hoher 
Ammoniumsulfatkonzentrat ionen und Elution durch Bildung bin~'rer bzw. terr~rer 
Enzyme--Ligand-Komplexe.NAD+-Sepharose-S~ulen (2 ml) wurden mit 0,55 M (a), 1,12 M 
(b) und 1,3 M (c) AmmoniumsulfatlSsungen ~quilibriert und anschliessend ein Gemisch yon 
0,1 mg LDH (o) und 0,1 mg H-ADH (=) in 0,5 ml der jeweiligen SalzlSsung aufgetragen. Die 
Elution wurde bei einer Flussgeschwindigkeit yon 0,5 ml/min durchgeffihrt, wobei 5 ml- 
Fraktionen gesammelt wurden. An den durch Pfeilen gekennzeichneten Stellen wurde den 
LSsungen NADH (0,4 mM) bzw. Acetamid (0,5 M) zugesetzt. 
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Fig. 11. Adsorption yon 3-Hydroxybutyratdehydrogenase an CD-Sepharose (a) bzw. 
Safra~in-Sepharose (b) in Anwesenheit yon 0,95 M Ammoniumsulfat und Elution durch 
NADH-Zugabe. Aufgetragen wurden jeweils 0,2 rng HBDH in 0,5 ml 0.95 M Ammonium- 
sulfatlSsung. (a) Elution durch Verringerung der Ammoniumsulfatkonzentration auf 0,8 M 
bzw. auf 0,85 M bei gleichzeitigem NADH-Zusatz (0,4 raM). (b) Elution durch Verringerung 
der Ammoniumsulfatkonzentration auf 0,8 M bzw. dutch NADH-Zusatz (0,4 raM) unter 
Beibehaltung der Ammoniumsulfatkonzentration (0,95 M). 

Verhalten zeigen. Es ist eindeutig ein biphasischer Prozess nachweisbar, der 
dem Adsorptionsverhalten an den Alkyl-Sepharosen ~ihnelt {Fig. 5). Fiihrt man 
die Trennversuche an NAD ÷- und Safranin-Sepharose unter Einbeziehung 
dieser Resultate in Anwesenheit hoher Konzentrationen strukturformierender 
Ionen durch, erh~ilt man nunmehr ein eindeutiges Bild, So zeigen LDH und H- 
ADH an NAD *-Sepharose praktisch das gleiche Verhalten wie an CD-Sepharose 
(Fig. 10}. W~ihrend eine effektive Adsorption beider Enzyme erst bei 
Ammoniumsulfatkonzentrationen oberhalb 1,1 M mSglich ist, gelingt die 
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differenzierte AblSsung nach Bildung binder bzw. tern~er Komplexe. Aus 
dem Verhalten der HBDH an Safranin- und CD-Sepharose (Fig. 11) wird deut- 
lich, dass es auch im Bindungsverhalten an diesen Pr~iparaten keine grunds~itz- 
lichen Unterschiede gibt, wenn nur die Ammoniumsulfatkonzentration hin- 
reichend hoch ist. In beiden F~illen l~isst sich eine komplette Elution sowohl 
durch NADH-Zugabe als auch dutch Verringerung der Salzkonzentration 
erreichen. 
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Fig. 12. Anreicherung verschiedener Dehydrogenasen aus Proteinextrakten vonPseudomonas 
putida an CD-Sepharose. Die Gewinnung der zellfreien Extrakte erfolgte nach Kultivierung 
yon Pseudomonas putida BL 1 auf n-Hexan (a--c) bzw. auf D,L-Malat (d) durch Ultraschall- 
aufschlnss und Zentrifugation. Nach Ausfiillen des gesamten Proteins dttrch Zugabe von 
festem Ammoniumsulfat bis zur S~ttigung wurden die Enzyme nacheinander dutch 
fraktionierte Ammoniumsulfatextraktion gel6st und auf die CD-Sepharose-S/iulen (Bett- 
volumen 20 ml), die mit Salzl6sungen gleicher Konzentration ~quilibriert worden waren, 
aufgetragen. Folgende Mengen wurden eingesetzt: (a) Isocitratdehydrogenase: 400 mg 
Protein pro 90 m] 1,6 M Ammoniumsulfat; (b) 3-Hydroxybutyratdehydrogenase: 260 mg 
Protein pro 60 ml 1,2 M Ammoniumsulfat; (c) Hydroxyacyl-CoA-dehydrogenase: 480 mg 
Protein pro 115 ml 1,0 M Ammoniumsulfat; (d) Malatenzym: 310 mg Protein pro 90 ml 1,6 
M Ammoniumsulfat. Weitere Bedingttngen siehe Experimentelles. 
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Anreicherung yon Enzymen aus Proteinrohextrakten an CD-Sepharose 
Wir haben die Verhaltensweise vieler anderer Enzyme an CD-, Safranin-und 

NAD+-Sepharose untersucht und stets ein ~/hnliches Bild erhalten. Als 
wichtigstes Resultat unserer Untersuchungen mSchten wit somit die These 
aufstellen, dass das Adsorptionsverhalten yon Dehydrogenasen an CD- 
Sepharose nicht weniger spezifisch als an den sogenannten "echten" Affinit~ts- 
materialien ist. Aus der Tatsache, dass die Enzyme selbst an einem Coenzym- 
aktiven NAD *-Pr/iparat in verdiinnten PuffedSsungen nur in geringem Umfang 
adsorbiert werden, l~isst sich ableiten, dass auch bei Immobilisierung der natiir- 
lichen Enzymliganden keine Gew~ihr ffir eine effektive Proteinbindung gegeben 
ist. Die in den vergangenen Jahren eingesetzte grosse Zahl yon immobilisierten 
Farbstoffen, an denen einzelne Enzyme sehr erfolgreich angereichert werden 
konnten [33], zeigt, dass es sich hier um Strukturen handelte, die hSchstwahr- 
scheinlich zuf/illig mit der jeweiligen in verdiinnter PufferlSsung vorgegebenen 
Proteinkonformation in Wechselwirkung treten konnte. Die Beibehaltung 
dieses Konzeptes ffihrt zwangsl~iufig zu dem Schluss, dass fiir jedes Enzym 
empirisch ein eigener Farbstoff gesucht werden muss, wenn Trennungen 
erfolgreich durchgefiihrt werden sollen. 

Wir glauben, dass wir mit der yon uns gew~ihlten Verfahrensweise bei 
geringerem Aufwand zum gleichen Resultat kommen. Wir gehen dabei davon 
aus, dass Tr~/germaterialien vom Typ der CD-Sepharose strukturell hinreichend 
kompliziert sind, um spezifische Wechselwirkungen mit entsprechenden 
Proteinregionen auszubilden. Voraussetzung ist jedoch, dass eine geeignete 
Enzymkonformation dutch Vorgabe einer bestimmten Konzentration eines 
strukturformierenden Ions erst geschaffen wird. Dadurch w~/ren spezifische 
Trennungen an einem einheitlichen Tr~igermaterial allein dutch Variation der 
Salzkonzentration mSglich, wodurch eine jeweilige Anpassung des Enzyms 
an den Liganden erreicht wird. Ein weiterer erheblicher Vorteil dieser Ver- 

TABELLE V 

ANREICHERUNG PARTIELL GEREINIGTER HANDELSPRAPARATE VON ENZYMEN 
CD-SEPHAROSE 

Alle Versuche wurden an 5 ml-S~iulen unter den in Experimentelles angegebenen Bedingungen durchgeffihrt. 

AN 

Enzyme Aufgetragene Ammoniumsulfat Spezifische Aktivit~it Ausbeute Anreiche- 
Proteinmenge konzentration (M) (U/rag) (%) rung 
(rag) (-fach) 

Adsorption Elution Ausgangs- Eluat 
16sung 

MDH* 5 
LDH* 5 
G-6pDH** 5 
Diaphorase** 17 
Peroxidue** 20 
Trypsin*** 100 
Chymotrypsin*** 20 
Papain § 78 
Alkalische 

Phosphatase** 50 

2,2 2 80 280 75 3,5 
2 1,2 102 195 68 1,9 
2 1,6 135 245 50 1,8 
1,6 1,4 1,2 15,5 43 13 
2 2 80 230 60 2,9 
1,28 1 0,011 0,45 50 50 
2,4 2 3500 13000 80 3,7 
1,4 1,2 0,004 0,047 22 12 

1,8 1,4 30 135 45 4,5 

*Arzneimittelwerk, Dresden, D.D.R. 
**Boehringer, Mannheim, B.R.D. (Grad II). 
***Leidholdt. Kleinmachnow, D.D.R. 
§Merck, Darmstadt, B.R.D. 
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fahrensweise ist, dass sich die Anwesenheit hoher Konzentrationen struktur- 
formierender Ionen ausserordentlich giinstig auf die Enzymstabilit~t aus- 
wikt. Besonders geeignet ist eine Verfahrensweise, bei der man das gesamte 
Protein aus einem Rohextrakt  durch S~ttigung mit  Ammoniumsulfat  ausf~fllt 
und die gewiinschten Enzyme dutch Behandeln mit  AmmoniumsulfatlSsungen 
abnehmender Konzentration fraktioniert extrahiert. Diese LSsungen kSnnen 
direkt auf die S~iulen aufgetragen werden, wodurch zeitraubende und verlust- 
reiche Konzentriemngs- und Dialyseoperationen entfallen. 

Zur Bes~tigung unseres Konzeptes haben wit eine grosse Zahl von Dehydro- 
genasen aus mikrobiellen Rohextrakten angereichert und in allen F~illen iiber- 
zeugende Resultate erhalten. In Fig. 12 sind stellvertretend die Elutionsprofile 
fiir vier Dehydrogenasen dargesteUt. Dabei wurden betr~chtliche 
Anreicherungen erzielt. ICDH: 96-fach (von 0,5 auf 48 U/mg); HBDH: 
416-fach (yon 0,3 auf 125 U/mg); HACoADH: 114ofach (von 2,1 auf 240 
U/mg) und Malatenzym: 13-fach (von 0,3 auf 4 U/mg). In i/hnlicher Weise 
konnten auch Camitindehydrogenase und 3a-Hyclroxysteroiddehydrogenase 
gereinigt werden. 

Aufbauend auf diesen Resultaten gelangten wit zu der t)berzeugung, dass das 
Reinigungsprinzip nicht auf NAD (P)+-abh~ingige Dehydrogenasen begrenzt 
sein soUte, da praktisch alle Enzyme fiber hydrophobe Regionen verfiigen. 
In der Tat gelang es uns, aus Rohextrakten yon Pseudomonas putida auch 
Amindehydrogenase (EC 1.4.99), Superoxiddismutase (EC 1.15.11), Catechol- 
dioxygenase (EC 1.13.11.2), Citratsynthase (EC 4.1.3.7), Fumarase (EC 
4.2.1.2), Succinyl-CoA-transferase (EC 2.8.3.5) und Cytochrom c in der be- 
schriebenen Weise anzureichem [34]. Wir haben dariiber hinaus das Verhalten 

Fig. 13. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [35] verschiedener Enzyme nach Anreich- 
erung an CD-Sepharose. (a) Papain; (b) 3-Hydroxybutyratdehydrogenase; (c) Superoxiddis- 
mutase; (d) Hydroxyacyl-CoA-dehydrogenase; (e) Carnitindehydrogenase; (f) Diaphorase; 
(g) Alkalische Phosphatase; (h) Isocitratdehydrogenase. 
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Fig. 14. Kristalline Pr~parate yon Enzymen aus Pseudomonas putida nach Anreicherung an 
CD-Sepharose. (a) Amindehydrogenase; (b) Isocitratdehydrogenase; (c) Carnitindehydro- 
genase; (d) Malatenzym; (e) Superoxiddismutase; (f) 3a-Hydroxysteroiddehydrogenase. 

einer Reihe partiell angereicherter Handelsprfiparate von Enzymen an CD- 
Sepharose untersucht  und ebenfalls in allen F~fllen Anreicherungen erzielt 
(Tabelle V). Bei allen Pr~/parationen liess sich in den Fraktionen mit den 
hSchsten spezifischen Aktivit~/ten bei guter Qual i~t  des Ausgangsmaterials in 
der SDS-Elektrophorese [35] im wesentlichen nut  eine Proteinbande nach- 
weisen (Fig. 13). Nach Konzentrierung kristallisierten die meisten Enzyme bei 
Dialyse gegen hSher konzentrierte AmmoniumsulfatlSsungen aus (Fig. 14). 

Schlussfolgerungen 
Bei niedriger Ionens t~ke  gibt es zwischen allen untersuchten Enzymen und 

CD-Sepharose keine Tendenz fiir eine Wechselwirkung entweder weft bindende 
Proteinregionen nicht verfiigbar sind oder/und die ionischen Gruppierungen am 
Sepharosepr~iparat eine Bindung nicht zulassen. Durch ErhShung der Konzen- 
tration an strukturformierenden Anionen werden Konformations~inderungen 
am Enzym bewirkt, wodurch Wechselwirkungen mit  dem Tr~/ger mSglich 
werden. Gleichzeitig wird ein vorhandener stSrender Einfluss ionischer 
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Gruppen zurfickgedr~ngt. Es ist davon auszugehen, dass die Bindung fiber 
Bereiche der katalytischen Dom~inen realisiert wird. Dies kSnnte die Substrat- 
bindungsregion oder abet das katalytische Zentrum selbst sein. Zus~tzlich muss 
man berficksichtigen, dass es dutch die in Kombination mit der Coenzym- 
bindungsdom~ne realisierten Subeinheitenkontakte weitere MSglichkeiten 
komplizierter Wechselbeziehungen gibt. 

Tr~germaterialien mit  amphiphatischen Ampholyten als Liganden (z.B. vom 
Typ der CD-Sepharose) sind somit hervorragend ffir effektive Protein- 
trennungen geeignet. Bei variierender Konzentration strukturformierender 
Anionen werden einerseits hydrophobe Wechselwirkungen, die im Gesamt- 
prozess dominierend sind, dutch ionische Beziehungen kontrolliert, andererseits 
Proteinkonformationen so modifiziert, dass Wechselwirkungen mit dem Tr~ger- 
material grunds~tzlich erst m6glich werden. Die wichtigste Voraussetzung f'tir 
das Gelingen der Trennungen ist eine spezifische Kombination hydrophober  
und ionischer Eigenschaften im Liganden, so dass in verdfinnten PufferlSsungen 
eine Affinit~t der Enzyme zum Tr~iger nicht vorhanden ist. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Durch Chromatographie an 10-Carboxydecyl-Sepharose konnten mehr als 
zwanzig Enzyme verschiedener Klassen aus mikrobiellen Rohextrakten bzw. 
wenig gereinigten Handelspr~iparaten bis zur Homogenitiit angereichert werden. 
Alle Enzyme wurden bei hohen Konzentrationen strukturformierender 
Anionen (Phosphat, Sulfat, Citrat) an das S~ulenmaterial adsorbiert, w~ihrend 
eine selektive Elution mit  abnehmender Salzkonzentration erfolgte. Aus den 
Eluaten erh~ilt man nach Dialyse gegen AmmoniumsulfatlSsungen in der Regel 
kristalline Pr~iparate. Diese Resultate weisen auf ein echtes Affinitiitsprinzip 
hin, das offenbar auf der F~higkeit strukturformierender Ionen zur Modifi- 
zierung der Enzymkonformation beruht. Voraussetzung ist die Immobilisierung 
eines Liganden, der eine spezifische Kombination hydrophober  und ionischer 
Eigenschaften aufweist, so dass eine Affinit~it der Enzyme zum Tr~igermaterial 
lediglich bei hoher Salzkonzentration, nicht aber in verdfinnten PufferlSsungen 
vorhanden ist. 
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