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Das oxytoein-inaktivierende Ferment des Sehwangeren- 
serums ist dureh frakgionierte F~llungen mit Ammonsulfa~ 
und Rivanol und anschlieBende Chromatographic auf Hydroxyl- 
apagit in einfacher Weise hoeh gereinigt worden. Es werden Eigen- 
sehaften des gereinigten Enzyms, sowie Faktoren, welche die Be- 
stimmung seiner Aktivit~t mi~ I-Iilfe des synthetisehen Aminopep- 
tidasesubstrates T.-Cystin-di-~-naphthylamid beeinflussen, be- 
sehrieben. 

Naeh Eintritt  einer Sehwangersehaft ersehei~t im Blutserum ein 
Ferment, welches bef~higg ist, das wehenerregende Hormon des Hypo- 
physenhinterlappens, Oxytoein, zu inaktivieren 1-~. Die Konzengration 
des Enzyms - -  es wurde auf Grurtd seiner Wirkung als Oxytocinase be- 
zeichnet - - s t e i g t  w/ihrend der Gravidit~t st'~ndig an und erreieht am 
Geburtstermin ihren Maximalwert, mn dann rasch abzusinkenS, s. Znr 
Ermittlung des Oxytoeinase-Spiegels im Serum wurde fiblieherweise 
der Aktivit~t.sverlust gemessen, den Oxytocin bei Inkubation mit Sehwan- 
gerensermn erleidet; das nich~ abgebaute Oxytoein wurde anf biologi- 
schem Wege mit I-lille des isolierten Meerschweinehen- oder Ratten- 
ugerushorns 3, 5 oder mit IKilfe der Milehdriise des laetierenden Kaninchens 7 
bestimmt. 

1 K .  Fekete, Endocrinol. 7, 1 (1930); 10, 16 (1932). 
E. Werle und G.E//lcemann, Arch. Gyn~kol. 171, 286 (1941). 

3 E. Werle, A .  Hevellce und K .  Buthmann,  Bioehem. Z. 309, 270 (1941). 
4 E.  Werle, K .  Serum und  R. E,nzenbach, Arch. Gyn/ikol. 177, 211 (1950): 
5 E. W. Page, Amer. J. Obstet. Gyneeol. 52, 1014 (1946); Science [New 
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Eigene Untersuchungen fiber die Wirkungsweise der Oxytoeinase 
ergaben gute tIinweise, dab das Enzym die Peptidbindung spaltet, 
die den aminoterminalen Halbeystinrest  des Oxytoein-Molekfils mit  dem 
benaehbarten Tyrosinrest verknfipft, die Oxytoeinase demnaeh als proteo- 
lytisehes t~erment mit  der Spezifit~t einer Aminopeptidase zu bezeiehnen 
ists. Ffir diese Annahme spraeh vor allem die Beobaehtung, dab das 
syathetiseh erhaltene Aminopeptidasesubstrat L-Cystin-di-~-naphthyl- 
amid, welches wie Oxytoein einen N-terminMen Halbeystinrest  anfweist, 
dureh Seren sehwaagerer l~rauen raseher hydrolysiert wird als dureh 
Normalseren. I m  Verla~fe der Sehwaagersehaft n immt die F~higkeit 
des Serums, L-Cystin-di-~-naphthylamid zu spalten, parallel mit  seiner 
Oxytoein spaltenden Aktivit~t zu. Diese Tatsache, sowie aueh die 
~hnliehkeit  vieler Eigensehaften der Oxytoeinase mit  denen der Cystin- 
di-w spaltenden Aminopeptidase maehten eine Identi t~t  
der beiden Enzyme sehr wahrseheinlieh, so dab die ehemisehe Methode 
zur Ermit t luag der Aminopeptidaseaktivit~t im Sehwangerenserum - -  
wean sie mit  L-Cystin-di-~-naphthylamid durehgeftihrt wird - -  als 
Oxytoeinasebestimmung angesproehen werdea konnte% 

Zur weiteren K1/irung der Frage naeh dei Identit/~t der beiden l~er- 
meate  wurde in der vorliegendea Arbeit eine Reinigung der ffir das Serum 
sehwangerer Frauen typisehen, L-Cystin-di-~-naphthylamid spMtenden 
Aminopeptidase vorgenommen und das gereinigte Ferment  auf einige 
seiner Eigensehaften untersueht. 

Zur Verfolgung der Enzymaktivit/~t wi~hrend der Reinigung wurde stets 
L-Cystin-di-~-naphthylamid als Substrat verwendet. Die Bestimmung des 
bei der Inkubation der Aminopeptidase mit dem Substrat freiwerdenden 
~-Naphthylamins erfolgte naeh Green, Tsou, Bressler und Seligman ~~ unt~r 
Beriicksichtigung der Modifikation von Tuppy  und Nesvadba s. Abweichend 
von dieser Methode wurde TriSothanolamin-puffer (TRA) yon pI-I 7,4 an Stelle 
yon Veronalpuffer verwendet; augerdem setzten wit, um das Substrat in 
Ans~tzen mit niedriger Proteinkonzentration besser in L6sung zu halten, 
Gummi arabieum zu, welches die Sehutzkolloidwirkung der Serumproteine 
weitgehend ersetzte. 

Aueh dutch die Anwendung organiseher LSsungsmittel wurde versueht 
zu verhindern, daft das in Wasser sehwer 16sliehe Cystin-di-~-naphthylamid 
wfihrend der Aktivit/~tsbestimmung zum Teil ausf~llt. Am giinstigsten erwies 
sieh Methyleellosolve, in dem sieh Cystin-di-~-naphthylamid gut 15st. Die 
enzymatisehe Aktivitgt der Oxytoeinase steigt um 15 bis 200/0, wenn das 
Inkubationsgemisch 12,5% lVlethylcellosolveenth/~lt. HShere Konzentrationen 
des organisehen L6sungsmittels bewirkten allerdings ein langsames Absinken 

s H. Tuppy und H. Nesvadba, Mh. Chem. 88, 977 (1957). 
9 W. Mi~ller-Hartburg, H. Nesvadba und H. Tuppy,  Arch. Gyn/~kol. 191. 

442 (1959). 
lo M. N.  Green, K . C .  Tsou, R. Bressler und A. M. Seligman, Arch, 

Biochem. Biophys. 57, 458 (1955). 
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der Aktivit/~t. Der Wirksamkeitsansgieg der Oxytoeinase in Gegenwart ge- 
ringer Mengen Methylcellosolve kann jedoeh nieht allein auf der besseren 
L6sliehkeit yon Cystin-di-~-naphthylamid beruhen, da aueh die Aktivit~t 
gegenfiber l~-Leuein-~-naphthylamid - -  dieses Subs~rat ist in Wasser relativ 
gut 16slieh und wird yon der  Oxytoeinase raseh hydrolysiert ~ - -  um den 
gleiehen Prozentsatz ans~eigt. AuBerdem wurde beobaehtet, dab die ktirzlieh 
besehriebene kompetitive I-temmung der Oxytoeinaseak~ivit/it dutch L-Cysti- 
nyl-di-~-tyrosinamid 1~ in Anwesenheib yon 1YIetheyleellosolve verringer~ war. 

Als wei~erer bei der Bestimmung der Oxytoeinaseaktivit~t zu bertiek- 
siehtigender Faktor erwies sieh der EinfluB von h6heren Konzentrat ionen 
an Kohlens~ure. Als wit versuehten, 
die Oxytocinaseak~ivit/it in nu t  wenig 
verdtinntem (90proz.) Sehwangeren- 
serum zu hestimmen, fanden wir iiber- 
rasehenderweise, dab aus Cystin-di-~- 
naph~hylamid wie aus Leuein-~-naph- 
~hylamid nu t  sehr geringe Mengen 
~-Naphthylamin freigesetzt wurden. 
Dieses Ergebnis lieB darauf schlieBen, 
dab im Serum ein Stoff vorhanden ist, 
der in hSheren Konzentrat ionen den 
Abbau der Aminopeptidasesubstrate 
hemmt. Dieser Stoff ist sowohl im 
Sehwangeren- als aueh im Nieht- 
schwangerenserum vorhanden und 
hemmt nicht nu t  die Wirkung der 
Oxytoeinase, sondern auch die tier im 
Nichtsehwangerenserum vorkomlnen- 
den Aminopeptidase; daraus war zu 
entnehmen, dal3 der t iemmkSrper 
nieht am Enzym, sondern eher am 
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Abb. 1. Einf lug der t tCOa- -Konzen t r a t i on  a u f  
die enzymat i sehe  SpaI tung des L-Cys~in-di-/~- 

naph thy lamids  
A. Sp~[~ung in 9Oproz. Schwaugerense rum 
B. Spa l tung  in 90proz. Schwangerenserum nach  

Zusa tz  yon 4,5 m g  NaIICO3/ml  Serum 
C. Spal tung in 90proz. Schwaagerense rum nach 

teilweiser En t fe rnung  der Kohlens~ure 

Substra~ angreifg. Weiters konnte gezeigt werden, dab der Hemmstoff dialy- 
sabel und gltihbest~ndig und daher ein anorganischer Bestandteil des Serums 
ist. Bei systematiseher Untersuehung der im Serum vorkommenden anor- 
ganisehen S toffe zeigten nur  Biearbonat und Carbonat eine hemmende Wir- 
kung auf die Aminopeptidaseaktivit~t. Dutch Zugabe zus/~tzliehen Biear- 
bonats zum Serum (unter strenger Kontrolle des pH) konnte die Spaltmag 
der ~-Naphthylamide vollst~Lndig verhinderb werden, w~Lhrend umgekehrt 
dutch Entfernung der Kohlens/ture aus dem Serum dureh Evakuieren die 
Aktivit~tt in hohem MaBe wiedergewonnen wurde (Abb. 1). 

Als Meehanismus dieser Hemmung ist eine Umsetzung der Aminogruppen 
der Substrate mit  CO~ zu Carbamins/iurederivaten anzusehen. Diese Annahme 
hag zur Voraussetzung, dab ein betr/~ehtlieher Teil der Aminogruppen beim 
pH des Serums (7,4) ungeladen vorliegt. Unseren ~r zufolge liegt 
der pK-~rert  der Aminogruppe des Leuein-~-naphthylamids bei etwa 7,5. 
Die pK-Werte der Aminogruppen des Cystin-di-~-naphthylamids konnten 
wegen der geringen WasserlSsliehkeit dieser Substanz nieht ermittelt werden, 
doeh sind sie vermntlieh noeh niedriger als der pK-Wer~ yon Leuein-~-naph- 
thylamid. Die Annahme der Carbamins~urebildung kormte dutch papier- 

11 E.  Wintersberger und H. Tuppy ,  Mh. Chem. 91, 406 (1960). 
12 E.  Wintersberger, H.  T u p p y  und E. Sto]claska, Mh. Chem. 91, 577 (1960). 
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elektrophoretische Befunde erhirtet werden: bei pH 7,4 wandert Leuein-~- 
naphthylamid in CO2-freiem 0,03 m Phosphatpuffer langsam zur Kathode, 
w~hrend sieh die gleiche Substanz unter denselben Bedingungen in Gegenwart 

0,03 m Bicarbonat deutlieh zur Anode bin bewegt. 

Zur Herstellung der gereinigten OxytoeinaselTsung diente I~etro- 
plaeentarserum als Ausgangsmaterial. Dieses wurde mit Ammonsulfat 
fraktioniert; die zwischen 40 und 60% Si t t igung ausfallende ProteiD- 
fraktion enthielt das Enzym and wurde dutch eine stufenweise F/~llung 
mit Rivanol weiter angereiehert. Der die Aktivit/it enthaltende Rivanol- 
niedersehlag wurde in Puffer gelSst und - -  naeh Entfernung des iiber- 
sehfissigen givanols, sowie eines Teiles inaktiver Proteine dureh Ad- 
sorption art Bentonit - -  auf einer tIydroxylapatits/iule chromatogra- 
phiert. Eine Konzentrierung der gereinigten OxytocinaselTsung lieB sieh 
durch Druekfiltration erreiehen. 

Die reinste naeh dieser Methode erhaltene Ertzyml6sung war gegen- 
fiber i~etroplaeentarserum 4500faeh angereieher~ (Tab. 1). Versuche, das 
Enzym dutch Chromatographie auf DEAE-Cellulose noeh weiter zu 
reinigen bliebert erfolglos. 

TabelIe 1. g e i n i g u n g  der  S e r u m - O x y t o e i n a s e  

tgeinigungsstu fe 

l~etroplacentar- 
seruln 

Ammonsulfat- 
f/illung 

l~ivanolf~llung 
nnd Behand- 
lung mit 
Bentonit 

Chromato 
graphie auf 
Hydroxyl- 
apatit 

Volumen 
(ml) 

1000 

1000 

68 

24 

mg Protein] 
nil Lgsung 

73 

20 

22 

0,025 

Aktivit~i~ 
(rag freigesetztes 

~-Napb thylamin/g 
Protein/Stde 

0,8 

1,8 

13 

3640 

Anreieherung 

1 

2,3 

16,2 

4500 

Ak~ivi6gts- 
au~beuSe 

(%) 

100 

63 

34 

3,8 

Der Beweis, dab es sieh bei der so gereinigten Aminopeptidase um die 
Oxytoeinase des Sehwangerenserums handelt, dag also aueh das hoeh- 
gereinigte Enzympriparat  - -  wie Sehwangerenserum - -  imstande ist, 
Oxytoein zu inaktivieren, wurde in einer frfiheren Arbeit erbraeht ia. 

i3 E. Stoklaslca und E. Wintersberger, Arch. exper. Path. Pharmakol. 236, 
358 (i959). 
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Das gereinigte Ferment  kann in 0,01 m T R A  (pIK 7,4) im K/ihlschrank 
mehrere Woehen ohne nennenswerte Aktivit / i tseinbuge .aufbewahrt werden. 
Ein 20 Min. langes Erhitzen auf 50 ~ zerst6rt weniger als 10% der Aktiviti%. 
dagegen t r i t t  bei pH-Wer ten  unter  6 rasehe Denaturierung ein. Dutch G e- 
friertroeknung wird das Ferment  vollst~indig inaktiviert .  

Eine Best immung der ]~einheit des Enzympr~iparates dureh freie Elektro- 
phorese oder mittels der Ultrazentrifuge konnte wegen der geringen Menge 
erhaltenen Ferments  nieht  durchgefiihrt  werden, doeh war es m6glieh, dieses 
auf Freihei t  yon Verunreinigung dureh andere Aminopeptidasen zu priifen. 
Wie an anderer Stelle besehrieben wurde n, k6nnen im niehtfraktionierten 
Schwangerenserum naeh einer Zonenelektrophorese in St~irkegel mitte]s 
L-Leuein-~-naphthylamid und Fas t  Garnet  Salt  GBC zwei Aminopeptidasen 
angef~irbt werden, yon denen eine die Oxytoeinase ist. Die elektrophoretisehe 
Untersuehung der reinsten Enzyml6sung zeigte nu t  mehr eine einzige Amino- 
peptidasebande,  w/ihrend diese in weniger hoeh gereinigten, etwa 3000faeh 
angereieherten Enzyml6sungen 6frets yon einer sehwaehen, raseher wandern- 
den Bande begleitet  war. 

Neuerdings ist es gelungen, die Oxytoeinasebande naeh der St~irkegel- 
Elektrophorese selektiv mit  Cyst in-di-~-naphthylamid und Fas t  Garnet Salt 
GBC in 50proz. MethyleeltosolvelSsung anzuf~irben. Bei Anwendung dieser 
Methode zeigten aueh jene unreineren EnzymlSsungen, die naeh der Elektro- 
phorese mit  Leuein-~-naphthylamid zwei gef/irbte Banden ergeben hatten,  
nur eine einzige, und zwar die ]angsamere und mit  Leuein-~-naphthylamid 
tiuf3erst intensiv angef~rbte Aminopeptidasebande.  Dieses Ergebnis sprieht 
dafiir, da{l die als Verunreinigung vorhandene zweite Aminopeptidase im 
Gegensatz zur Oxytoeinase nut  L-Leuein-~-naphthylamid, nicht jedoeh 
n-Cystin-di-~-naphthylamid zu spalten vermag, dab also die Aktivi t t i t  der 
Enzyml6sung gegeniiber Substraten mi t  N-terminalem Halbeyst inrest  allein 
auf die Oxytoeinase zuriiekgeht. 

Unsere besten Oxytoeinasepriiparate spalten Leuein-~-naphthylamid 
etwa l l m a l  raseher als Cyst in:di-~-naphthylamid,  unreine Pr~iparate jedoeh 
noeh raseher. ])as Verh~ltnis der Enzymaktivit~it  gegen/iber den beiden Sub- 
s t raten ist stets dann erhSht, wenn die Oxytoeinase yon anderen, Leuein-~- 
naphthylamid  spaltenden Aminopeptidasen begleitet  ist, und kann daher als 
Nag  fiir die ge inhe i t  yon Oxytoeinasepr~tparaten dienen. 

Ftir  die Einheit l iehkeit  der hoehgereinigten Oxytoeinase sprieht aueh ein 
immunologisehes Ergebnis:  Ein Kaninehen-Antiserum gegen mensehliehes 
Sehwangerenserum zeigte im Diffusionstest in Agar ~4 mit  reinster Enzym- 
15sung eine einzige Pr/izipitinbande. 

Es is t  bekam~t, dab  die Oxytoe inase  in ihrer  W i r k u n g  gegergiber Oxy-  
toe in  dureh  K o m p l e x o n  gehemmt  wird 1~. Aueh  der  A b b a u  yon Cyst in-di-  
~ - n a p h t h y l a m i d  wie der  yon Leue in- ,g -naphthylamid  ist  in Gegenwar t  yon  
K o m p l e x o n  s t a rk  ve r langsamt .  Die I-Iemmu~g du tch  den K o m p l e x -  
b i ldner  ist  eine Zeit '~eaktion; die gleiehm~tI3ige A b n a h m e  der  A k t i v i t ~ t  
gegeni iber  L-Cys t in -d i -~ -naph thy lamid  und  L-Leue in -~-naph thy lamid  
naeh  versehieden langer  Vor inkuba t ion  mi t  Komplexon  kann  als wei terer  

14 S.  P .  Halbert, L.  S w i e k  und C. Sonn ,  J. Exper.  Med. 101, 557 (1955). 
is E.  Werle und K .  Serum, Arch. Gyn/~kol. 187, 449 (1956). 
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Hinweis auf die Reinheit der Enzyml6sung dienen (Abb. 2). Die Item- 
mung erwies sich als reversibel; entfernte man den Komplexbildner 4urch 
Dialyse, so land eine eLwa 60proz. I~eaktivierung der Oxytoeinase start. 
(Reversible Enzym-inaktivierungert 
dureh Komplexon stehen in der 
Literatur nLht  ohr~e Beispiel dalG). 
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Abb. 2 Abb. 3 

Abb. 2. H e m m n n g  der  SpaItung des I~-Cystin-di-fi-naphthylamids (o--o)  und :5-Leucin-B-naphthyl- 
amids (x - -x )  din'oh gereinigte Oxytocinase nach Vorinkubation mi t  Komplexon bei 37 ~ 

Abb. 3. Tempera turabh~ngigkei t  der  Spaltung des I~-Cystin-di-B-naphthylamids dutch  Oxytocinase 
E = die nach Inkuba t ion  des Enzyms  mi t  SubstratfiberschuB gemessene Ext inkt ion bei 565 m Ix. 

Sie ist der maximalen  Geschwindigkeit  der  Enzymreak t ion  proport ional  

Ein Metall, dessen Entfernung durch Komplexon die Inaktivierung 
des Enzyms zur Folge haben k6nnte, wurde nicht gefunden. Alle 
yon uns untersuehten zweiwertigen Metalle hemmten die Oxytoeinase, 
nut Mg ++ ur~d Ca++ verhielten sieh indifferent (Tab. 2). F/igte man 

Tabelle2. H e m m u n g  der g e r e i n i g t e n  O x y t o e i n a s e  du reh  
Me~al l ionen in 1 0 - a m  K o n z e n t r a ~ i o n  

Metall 

C o + +  

Zn++ 
pb++ 

I 
% H e m m u n g  [ Metall 

i 

100 I Ni++ 
100 Co ++ 
100 Fe ++ 

% t t e m m u n g  

83 
25 
17 

3~etall 

MYI++ 

Mg++ 
Ca++ 

% t t e m m u n g  

15 
0 
0 

die Metalle zu einer nach Komplexoninaktivierung dureh Dialyse 
wieder zum Teil  reaktivierten Oxytoeinasel6sung; so zeigge sieh der- 
selbe Effekt: alle Metalle mit 'Ausnahme yon Mg ++ nnd Ca ++ hemmten, 
letz~ere bewirkten keine weitere ErhShung der Aktivitgt. Diese Ergeb- 
nisse stimmen mit den Ergebnissen von Werle  und Serum 15, welehe durch 

16 S. Granick und D. Mauzeral l ,  J. biol. Chem. 232, 1119 (1958). 
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Co++, M_n++ oder Zn ++ eine 1%eaktivierung der Oxytocinase nach Inak- 
tiviertmg dutch Komplexon erreiehten, nieht fiberein. Andere Komplex- 
bildner wie Ci[rat, 0xalat  oder Pyrophosphat haben keinen Einflul~ auf 
die Enzymaktivit~t;  diese Tatsaehe sprieht im Verein mit unseren 
Ergebnissen gegen das Vorhandensein eines fiir die enzymatisehe Aktivit/~t 
essentiellen Metalles in der Oxytoeinase. 

Jodaeetamid und Diisopropylfluorphosphat zeigten in t 0 - a m  Kon- 
zent, ration keine Wirkung auf die Oxytocinaseaktivit~t. 

Die Abhi~ngigkeit 4er Sloaltung des L-Cystin-di-[~-naphthylamids vom 
pH, yon der Zeit, yon der Enzym- und yon der Substratkonzentration 
wurde bereits friiher untersueht s. Abb. 3 zeigt erg~tnzend die Abh~ngig- 
keit der Substratspaltung yon der Temperatur. Aus der Neigung der 
Geraden ergibt sieh ein ~Vert der Aktivierungsenergie der enzymatischen 
geaktion yon 9300 cal/Mol. 

Experimenteller Teil 

Bestimmung der Oxytocinaseaktivit4t 

Zur Bestimmung der Aminopeptidaseaktivit~it der Oxytoeinase gegen- 
fiber L-Cystin-di-[~-naphthylamid wurde eine lViisehung yon 2,0ml 0,1m 
Trii~thanolamin-puffer (TRA) (pH 7,4), 0,5mt einer 12proz. w/iBr. L6sung 
yon Gummi arabieum und 0,5 ml der Enzyml6sung (bet h6herer Anreieherung 
0,1 ml Enzyml6sung und 0,4ml I-IeO) hergestellt und 0,75ml davon mit 
0,25 ml der SubstratlSsung (13,5 mg L-Cystin-di-~-naphthylamid/10 ml 
0,005 n HC1) 2 Stdn. bet 37 ~ inkubiert. F/it die Ermittlung der Aminopepti- 
daseaktivit~it gegenfiber L-Leuein-[~-naphthylamid war eine 5- bis 10mal st~r- 
kere Verdfirmung der EnzymlSsung erforderlieh als oben angegeben wurde. Die 
SubstratlSsung enthielt 13,0 mg L-Leuein-[~-naphthylamid/10 ml 0,005 nttCl. 
Die kolorimetrisehe Bestimmung des freigesetzten [~-Naphthylamins er- 
folgte naeh dem frfiher besehriebenen Verfahren s. 

Zur Ermittlung der Oxytoeinaseaktivitgt in 12,5% Methylcellosolve 
enthaltender L6sung wurden die oben angegebenen l~Iengen der Substrate in 
5 ml lVfethyleellosolve gel6st und mit 5 ml Wasser verdtinnt. Zur Erreiehung 
hSherer Konzentrationen l~iethyleellosolve wurde das Substrat in 100% des 
organisehen L6sungsmittels gel6st und der Misehung aus Puffer, Gummi 
arabieum und Enzym an Stelle yon Wasser 3/iethyleellosolve zugesetzt. 

Bet der Untersuehung des Einflusses yon Methylcellosolve auf die Hem- 
mung der Oxytoeinase dutch L-Cystinyl-di-L-tyrosinamid wurde als Substrat 
eine L6sung yon L-Cystin-di-[~-naphthylamid in 50proz. Methyleellosolve 
eingesetzt. Von einer Misehung aus 2,0 ml 0,1 m TI%A (pH 7,4), 0,5 ml 12proz. 
Gummi arabieum, 0,1 ml gereinigter Oxytoeinasel6sung, 0,15ml Wasser 
und 0,25 ml einer w~tgrigen LSsung des Hemmstoffes (8 mg Cystinyl-di- 
tyrosinamid. 2 HBr/ml H20) wurden 0,75ml mit 0,25ml der Substrat- 
16sung in iiblieher Weise inkubiert. Betrug die tIemmung in w~igriger 
L6sung 70O/o, so sank sie in 12,5proz. Methyleellosolve auf 40O/o ab. 

Die Proteinkonzentration in den Enzyml6sungen (mg Protein/ml) wurde 
dureh Ausmessung der Absorption bet 280 my. tmd dutch Multiplikation 
der Extinktionswerte (Beekman-Spektrophotometer, 1 em Sehiehtdieke) 
mit dem Faktor 1,3 ermittelt (Umreehnungsfaktoren ftir verschiedene Pro- 
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teine liegen zwischen 0,5 und 1,8 iv). Vor der Ausmessung bei 280 m ~ mugten 
die Enzyml6sungen in der Regel mit  Wasser verdiinnt werden. Bei der 
Verdiinnung yon Serum (1:60) trat  oft ein sehwaehe Triibung auf, welehe 
durch Zugabe eines Tropfens 0,1 m NaOI-I behoben werden konnte.  

R e i n i g u n g  de r  O x y t o e i n a s e  

AIs Ausgangsmaterial diente l~etroplacentarserum, welches durch Zentri- 
fugieren yon BlutkSrperchen befreit worden war. Zu 1000 ml Serum wurden 
242 g festes Ammonsulfat (puriss.) unter gutem l%iihren loortionenweise zu- 
gegeben (40% S~ttigung). Naeh 10 Min. l~iihren ~ t r d e  der Niedersehlag 
1 Stde. bei 1000 • g und 0 ~ abzentrifugiert trod verworfen, die L6sung ( 1020 ml) 
mit  124 g Ammonsulfat auf 600/o S~ittigung gebracht und  naeh 10 Min. mit  
30 g FIyflo-Supercel versetzt. Weitere 30 g Supercel wurden mit  150 ml 
einer 60% gesiittigten Ammonsulfatl6sung zu einem Brei angeriihrt, auf eine 
Glassinternutsche G 1 gebraeht und schwaeh abgesaugt. Nit  Hilfe dieser 
Filtersehieht konnte der Proteinniederschlag unter sehwaehem Vakuum 
gut filtriert werden. Das Mare Fi l t rat  wurde verworfen, der Filterkuchen 
in 300 ml Wasser aufgeschlgmmt, yore ttyflo-Supercel dutch Zentrifugieren 
befreit und die Kieselgur zweimM in der Zentrifuge mit  je 100 ml Wasser 
gewaschen. Die vereinigten /iberstehenden L6sungen wurden fiber Naeht 
gegen flieBendes Leitungswasser und einen Tag lang gegen destill. Wasser 
dialysiert. 

Nach der Dialyse wurde die LSsung mit 200 ml 0,i m Tl%A (pig 7,4) 
versetzt und mit destill. Wasser auf i000 ml verdiinnt. Unter gutem I~/ihren 
erfolgte dann ein Zusatz yon 200 ml einer 0,Sproz. w~l]rigen LSsung yon 
Rivanol (2-_N_thoxy-6,9-diamino-acridinlactat, Farbwerke Hoechst). Der 
entstandene Niedersehlag wurde i0 ?Olin. bei 1000 • g abzentrifugiert und ver- 
worfen, die L6sung mit weiteren 200 ml Rivanoll6sung gef/illt. Naeh kurzem 
Stehen hatte sich ein 61iger Niederschlag abgesetzt, der sieh naeh AbgieBen 
des ~berstandes in 50 ml 0,2 m Phosphatpuffer (pH 6,0) 15ste. Die L6sung 
wurde mit 50 ml Wasser verdiinnt und zur Entfernung des Rivanols sowie 
eines Teiles inaktiver Proteine mit i0 g Bentonit USP behandelt. ])as Ad- 
sorbens wurde bei 2500 • g abzentrifugiert und die iiberstehende LSsung ein 
zweites Mal mit I0 g Bentonit gut geriihrt. Zur Entfernung des Bentonits 
muBte diesmal 20 Min. bei 2500 • g zentrifugiert werden. Die L6sung (68 ml) 
wurde mit 0,I m NaOH auf pH 7,4 gebracht und gegen 0,01 m T!gA (pH 7,4) 
dialysierlb. 

Fiir die folgende Chromatographic wurde I-[ydroxylapatit nach Tiselius, 
H]erten und Levin is hergestellt, wobei an Stelle des Phosphatpuffers yon 
p i t  6,8 ein soleher yon pI-I 7,4 Verwendung fand. Auf eine mit  0,01 m TRA 
(pI-I7,4) griindlieh gewaschene ttydroxylapatits/~ule 4 • 45era konnten 
68 ml der Enzyml6sung naeh der Bentonitbehandlung ohne l~lberladung der 
S~ule aufgetragen werden. Zum Entwiekeln diente ebenfalls 0,01 m TRA 
(pI-I 7,4). Die Durehfluggeschwindigkeit wurde auf 20 ml/Stde, gedrosselt 
und Fraktionen zu 8 ml mittels eines Fraktionssammlers aufgefangen. Die 
einzelnen Fraktionen wurden dureh direkte Ausmessung der Ext inkt ion bei 
280 mp. auf ihren Proteingehalt untersucht. Die ersten drei proteinhaltigen 

~7 j. B. Neilands und i ~. K. Stump]" ,,Outlines of Enzym Chemistry", 
John Wiley and Sons, Inc. N.Y. 

is A. Tiselius, S. H]erten und 0. Levin, Arch. Bioehem. Biophys. bS, 132 
(1956). 
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Fraktionen (24 ml) enthielten 11% der ehromatographierten Oxytoeinase in 
reinster Form, 4500faeh angereiehert (die Ext inkt ion bei 280 m~ betrug in 
diesen Fraktionen nu t  0,020); es folgten vier bis ftinf weitere Fraktionen 
(36 ml, mit  32% der eingesetzten Aktivit/~t), in welehen das Enzym etwa 
3000faeh angereiehert vorlag. Bei Wiederholung der Chroma~ographie mi~ 
weniger hoehgereinigten Fraktionen konn~e in manehen F/~llen eine weitere 
Reinigung erzielt werden. 

Die bei der Chromatographie erhaltenen Enzyml5sungen wurden dureh 
Druekfiltration (Ultrafilter Lsg. 60 der Membranfilter-Gesellsehaft G6ttingen) 
unter Stiekstoffdruek auf t/a his 1/~ des urspriingliehen Volumens konzen- 
triert und mit  0,1 m TRA auf pt-I 7,4 eingestellt. 

I n a k t i v i e r u n g  der  O x y t o c i n a s e  d u r e h  K o m p l e x o n  

43,8 mg Komplexon I I  (Nthylendiamintetraessigs~ure) wurden in 10 ml 
0,1 m TI~A (ptI 7,4) aufgesehl~imm~, durch Zusatz yon n NaOI-I bis zu einem 
pFI yon 7,4 gelSst und mit  Puffer auf 15 ml verdiinnt. Zu je 2 ml dieser 
LSsung wurden 0,5 ml 12proz. Gummi arabieum und bei Verwendung yon 
Cystin-di-~-naphthylamid als Substrat 0,05 ml OxytoeinaselSsung nnd  0,45 ml 
H20, bei Verwendung yon Leucin-~-naphthylamid als Substrat 0,01 ml 
Oxytoeinasel6sung und 0,~9 ml H20 gefiigt. Je 0,75 ml dieser Misehungen 
wurden bei 37 ~ inkubiert. Naeh 0, 15, 30, 60 und 120 ?,{in. wurde die Vor- 
inkubagion dutch Zugabe yon 0,25 ml SubstratlSsung beendet. Dann wurde 
2 Stdn. bei 37 ~ mit  dem Substrat inkubiert ;  die weitere Behandlung ent- 
spraeh der tibliehen Aktivit~tsbestimmung. Die Konzentrat ion an Kom- 
plexon war w/ihrend der Vorinkubation 6,7 - 10 -~ m, w./ihrend der Inkubat ion  
mit  dem Substrat 5. 10 -a m. In  Abb. 2 ist die Abnahme der Aktivit/it  in 
Abh/ingigkeit yon der Dauer der Vorinkubation aufgetragen. Ohne Vor- 
inkubation betrug die Aktivitgg sowohl gegeniiber Cystin-di-~-naphthyl- 
amid als aueh gegeniiber Leuein-}-naphthylamid in Gegenwart yon 5 �9 10 a m 
Komplexon 76o/o der in Abwesenheit des Komplexbildners gemessenen. 
Fiir Versuehe, die dureh Komplexon inaktivierte Oxytoeinase dutch Dialyse 
zu reaktivieren, wurden 29,3 mg Komplexon I I  in wenig n NaOI-I gelTst, 
mit 0,i m TRA auf 9,5 ml verdiinnt und auf pll 7,4 eingestell~. Naeh Zu- 
satz yon 0,5 ml Oxytoeinasel6sung wurde 2 Stdn. bei 37 ~ inkubiert. Etwa 
5 ml der Misehung wurden dann gegen einen mit bidestil]. VVasser hergestellten 
0,I m TRA-Puffer (pI-I 7,~) dialysiert. Fiir die Aktivitiitsbestimmung wur- 
den 2 ml der dialysierten LTsungen mit 0,5 ml 12proz. Gummi arabieum und 
0,5 ml I-I20 versetzt, und 0,75 ml davon mit 0,25 ml Cystin-di-~-naphthyl- 
amidlSsung wie iiblieh inkubiert. 

Immunisierung eines ]Kaninehens mit Sehwangerenserum und 
mit gereinigter Oxytoeinasel6sung 

Je 0,5 ml steriles Sehwangerenserum wurde 6real in Abst/inden yon 
2 Tagen in die Ohrvene eines Kaninehens injiziert. Naeh i0 Tagen wurde 
diese Prozedur ein zweitesmal, naeh abermals i0 Tagen ein drittesmM 
wiederholt. 6 Tage nach der letzten Injektion erfolgte die Blutabnahme. 
Das Serum zeigte mit gereinigter Oxytoeinasel6sung im Ouehterlony-])if- 
fusionstest in Agar keine Prfieipitinbande. Dasselbe Kaninehen wurde daher 
mit gereinigter Oxytoeinasel6sung in folgender Weise naehimmunisiert: 
2,0 ml gereinigte Oxytoeinasel6sung wurden mit der gleiehen Menge in- 
komplettem Freundsehen Adjuvans emulgiert und 2 ml der Emulsion sub- 
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cutan, 2 ml intraperitoneal im Abstand yon 8 Tagen injiziert. Die Blut- 
abnalune erfolgte i Monat nach der ersten Injektion. Dieses Antiserum er- 
gab mi t  hochgereinigter OxytocinaselSsung eine einzige Pri~cipitinbande. 

A b h g n g i g k e i t  d e r  S p a l t u n g  y o n  L - C y s t i n - d i - } - n a p h t h y l a m i d  
d u r c h  O x y t o c i n a s e  y o n  d e r  I - I C O a - - K o n z e n t r a t i o n  

I. Bestimmung der Oxytocinasealctivitdt in 90proz. Serum 

t toehschwangerenserum wurde auf genau p H  7,4 eingestellt  und 3,0 ml 
mi t  0,33 ml einer Cystin-di-~-naphthyl~midlSsung (252 y/ml) bei 37 ~ inku- 
biert.  (Die Konzentrat ion der Substrate wurde so gewghlt, dM3 nach 100proz. 
Spaltung derselben bei der kolorimetrischen Best immung des freigesetzten 
}-Naphthylamins eine Ext inkt ion yon 0,100 gemessen wiirde.) Nach 0, 30 
und 90 Min. win-den je 1,0 ml entnommen, rai t  1,0 ml Trichloressigsgure ver- 
setzt und zentrifugiert. 1,0 ml der iibers~ehenden LSsung diente zur kolori- 
metrisehen Best immung des ~-Naphthylamins.  

Versuche mi t  Leucin-~-naphthyIamid wurden in gleicher Weise (lurch- 
gefiihrt;  die Konzentrat ion der Substratl6sung betrug i3 t  y/ml. Von die- 
sere Substra t  wurden in 90 Min. nur 2% der erwarteten Menge }-Naphthyl-  
amin abgespalten. 

II. Ein]lu[3 zusi~tzlichen Bicarbonats au] die Alstiviti~tsbestimmung in 90proz, 
SeFu'DI, 

6,0ml l-loehschwangerenserum wurden mit 27 mg NaI-ICO3 versetzt 
und auf pH 7,4 gebracht. 3,0 ml wurden sodann mit 0,33 ml Cystin-di-~- 
naphthylamidISsung bei 37 ~ inkubiert. Nach 0, 30 und 90 Min. wurde je 
1,0 ml entnommen und auf oben angegebene Weise weiterbehandelt. 

III .  Bestimmung der OxytocinasealctivitSt in 90proz. Serum nach teilweiser 
Ent]ernung der Kohlens4ure dureh Eval~uieren 

Hochschwangerenserum wurde auf p H  6,0 gebracht,  durch l~ngeres An- 
legen eines Vakuums entgast  und wieder auf pI-I 7,4 eingestellt. 3 ,0ml  
wurden sodann mit  0 ,33ml Cystin-di-~-naphthylamidl6sung bei 37 ~ in- 
kubiert .  Nach 0, 30 und 90 Min. wurde je 1,0 ml entnommen und in oben 
angegebener Weise weiterbeh~ndelt.  Das Ergebnis der Versuche I, I I  und 
I I I  ist aus Abb. 1 zu ersehen. 

Der  Rockefe l l e r -Founda t ion  danken  wir  fi ir  Unters t i i tzung,  die dieser 
Arbe i t  zugute  gekommen  ist. 

H e n n  Dr. W. Mi~ller-Hartburg, I I .  Un ive r s i tg t s -F raue~k l in ik  Wien ,  
sflxd wir fiir Schwangeren-  und  Ret rop laoenta rseren ,  H e r r n  Dr.  O. F6rster, 
I n s t i t u t  fi ir  Al lgemeine a n d  Exper imen te l l e  Pa thologie  der  Un ive r s i tg t  
Wien,  fi ir  die I-lerstellung eines Ant i serums,  F r a u  Astrid Menz f i ir  wef t -  
volle Hi l fe  zu D a n k  verpf l ichte t .  


