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Eine Aminopeptidase, die das synthetisehe Substrat 5-Cystin- 
di-~-naph~hylamid spaltet, wurde aus Lysaten menschlieher Ery- 
throcyten dureh Adsorption an. Aluminiumhydroxyd Cy und an- 
sehliegende Chromatographie des Eluats auf DEAE-Cellulose 
etwa 250fach angereichert. Das Enzym is~ - -  im Gegensatz zur 
L-Cystin-di-~-naphthylamid spaltenden Aminopeptidase des 
Schwangerenserums - -  nicht imstando, 0xytocin ztt inaktivieren. 
Eigenschaften und Spezifit~ der AmiDopeptidase werden be- 
schrioben. 

I m  Jahre  1946 f~nd Page ~, dab Lysate menschlicher Erythrocyten 
- -  ebenso wie Seren schwangerer Frauen --- imstande sind, das wehen- 
erregende Hormon des Hypophysenhinterlappens,  Oxytocin, zu inaktivie- 
ren. I m  Gegensatz zum oxytocin-spaltenden Prinzip des Serums t,ritt das 
der Erythroeyten  jedoch nieht mlr w//hrend einer Sehwangerschaft auf, 
sondern finder sich in gleiehem Mafle in Eryth~oeyten yon schwangeren 
und niehtsehwangeren Frauen, wie aueh in solehen yon M/~nnern. Der 
dutch Sehwangerenseren hervorgerufene Oxytoeinabbau wird durch Kom- 
plexon gehemmt, auf die Inaktivierung des Hormons dutch Erythro- 
cytenlysato hingegen hat  der Komplexbildner keinen EinfluB2, a. Die 
oxytocin-spaltende F/~higkeit des Schwangerenserums geht - -  Arbeiten 

1 E. W. Page, Amer. J. Obstet. Gynecol. 52, 1014 (1946); Scie~xce IN. Y.] 
105, 292 (1947). 

E. KTerle, K. Serum und R. Enzenbaeh, Arch. Oyngkol. 177, 211 (1950). 
E. Werle und K. Serum, Arch. Gyngkot. 187, 449 (1956). 
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yon T u p p y  und Mitarbeitern ~-s zufolge - -  auf eine Aminopeptidase 
zuriick, die ims~ande ist, Substrate mi~ N-terminalem Halbcys~inrest, wie 
Oxytoein, Vasopressin oder L-Cystin-di-~-naphthylamid, an der dem Halb- 
eystinrest folgenden Peptidbindung zu hydrolysieren. 

Peptidasen aus Erythroeyten wurden yon Smith  und Mitarbeitern 
n/~her untersueht 7. Genannte Autoren reinigten Prolidase and Tripepti- 
dase aus Pferdeery~hroeyten s. Eine Tripeptidase aus mensehliehen Ery- 
throeyten wurde yon T~uboi und Mitarbeitern angereiehert 9 Eigene Unter- 
suchungen zeigten, daft Lysate menschlicher Erythroey~en eSae betr/icht- 
liche Aminopeptidaseaktivitgt aufweisen und daft sie - -  so wie Seren 
sehwangerer Frauen - -  imstande sind, das Aminopeptidasesubstrat 
~,-Cystin-di-~-naphthylamid zu hydrolysierenS, ~~ Es ersehien d~her yon 
Interesse zu untersuehen, ob die Cystin-di-~-naphthylamid spaRende 
Aminopeptidase der Erythroeyten fiir deren oxytocin-spaRende F/ihigkeit 
verantwortlieh ist. Dies wiirde ngmlieh bedeuten, dab der Meehanismus 
der Oxytoeininaktivierung dutch Sehwangerenseren und dureh Erythro- 
eytenlysate der gleiehe ist. 

Exl~erimenteller Teil 
Material 

Als Ausgangsmaterial zur Gewinmmg der Erythrocyten dien~en ab- 
gelaufeme Blutkonserwen de~r Blute~tzstelle d~s Wiener Atlgemeinen I~ran- 
kenhauses. ]Die Erythrocyten wurden dutch Zentrifugieren bei 1200 • g 
veto Plasma getrennt und 4ma] mR isotonischer KoehsalzlSsung gewaschen. 

Aluminiumhydroxyd Cy wurde naeh Wil!stO~tter und ]<taut m hergestelR. 
Die Suspension wurde bei 1200 • g zentrifugier~ und der gelartige Nieder- 
schlag als Adsorbens eingesetzt. 

Methoden 

Bestimmung der Aminopeptidasea]ctivit~t: W~thrend der Reinig~mg wurde 
die .hmreicherung des Enzyms auf friiher besehriebene Weise mit dem Amino- 
peptidasesubs~rat L-Cystin-di-~-naphthy]amid verfolgt ~,% Zu 2,0 ml 0,1 m- 
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trod E. Wintersberger, Arch. exper. Pa~hol. l~harmakol. 236, 358 (1959). 
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E. Adams, M. McFadden und E. L. Smith, J. Biol. Chem. 198, 663 (1952). 
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Trigthanolamin-Puffer (TRA) pH 7,6 wurden 0,5 ml einer 12proz. wgBrigen 
L6sung von Gummi arabicum* und  0,5 ml Enzymlbsung (yon h6her ange- 
reieherten Enzyml6sungen 0,2ml ll.M 0,3ml tt20) geffigt. 0,75mi dieser 
Mischung wurden dann rnit 0,25 ml einer Lbsung yon L-Cystin-di-}-naphthyl- 
amid (2,8 �9 10-3m in 5.  10-am HC1) versetzt und  2 Stdn. bei 37 ~ inkubiert.  
Die weitere Behandkmg entsprach dem yon Tuppy and  Nesvadba ~ beschrie- 
benen Verfahren; das durch das Ferment  freigesetzte ~-Naphthylamia wurde 
auf ko]orimetrisehem Wege quant i ta t iv  bestimmt and  seine I~onzentration 
an einer Eichkurve abgelesen. 

Die Proteinkonzentration der Enzymlbsungen (rag Protein/ml) wurde 
dureh Ausmessen tier Absorption bei 280 m~, (Beckmart Spektrophotometer, 
1 cm Schiehtdieke) ermittelt. Vet der Mess~mg muI~te im allgemeinen 30- 
bis 60lath verdi]nnt werden. Zur Umreehnung der Ext inkt ion auf mg Pro- 
tein/ml warden die Megwerte mit  dem Faktor 0,54 multip]iziert. Dieser 
Faktor l~Bt sich aus dem molaren Extinktionskoeffizienten yon mensch- 
lichem Hi~moglobin 12 berechnen. Da selbst die angereieberte Enzymlbstmg 
noeh mit  etwas tti~moglobin verunreinigt war, wnrde der Faktor auch fiir 
diese L6sung verwendet. 

Reinigung der Aminopeptidase: Gewasehene Erythroeyten warden mit  
dem gleichen u  dest. H20 hi~molysiert lind gegen 0,01 m T R A  pH 7,6 
dialysiert. 500 ml diMysiertes Lysat warden mit  75 g Aluminiumhydroxyc[ 
C7 15 Min. lang gut geriihrt und sodann bei 1200 • g zentrifugiert. Der 
Niedersehlag wurde mit  0,01 m T R A  pH 7,6 so lange gewaschen, bis die iiber- 
s~ehende L6sung nu t  mehr schw~ch gelb gefgrbt war. Das um Ahxminium- 
hydroxyd adsorbierte Enzym wurde 2real mit  .je 75 ml 0,l m Phosphatpuffer 
pH %4 eluiert und die vereinigten Eluate gegen 0,01 m T R A  p i t  7,6 dialysiert. 

Fiir die folgende Chromatographie wurde eine Stale 2 • 40 cm aus Di- 
gthylaminogthyl-(DEAE-)Cellulose hergestellt. Das Chromatgraphierohr war 
yon einem Kfihlmantel umgeben, dutch den wghrend der Chromatographie 
Leitungswasser (I0 ~ durehgesehiekt wurde. Der Ionenaustauscher wurde mit 
0,01 m TRA pH 7,9 ins Gleiehgewieht gebraeht, dann konnten 20 ml der 
dialysierten und  mit  n NaOH auf pH 7,9 gebraehten Enzyml6sung aufgetra- 
gen werdem Es wurde mit  50 ml 0,01 m T R A  p i t  7,9 naehgewasehen und  
sodann mig demselben Puffer, der zus~tzlieh NaC1 enthielt, eluiert. Die NaC1- 
Konzentrat ion war zun~ehst 0,05 m und  wurde, naehdem etwa 750 ml Elu- 
tionspuffer die S~ule passiert hatten, auf 0,2 m erhSht. Mit Hilfe eines Frak- 
tionssammlers wurden Frakt ionen zu 10 ml bei einer DurehfluBgesehwirldig- 
keit yon 1 ml/Min, aufgefangen. Die Proteinkonzentration der Frakt ionen 
wurde dutch direkte Ausmessung der optisehen Diehte bei 280 m~ ermittelt. 
Die aminopeptidase-h/~ltigen Fraktionen wurden mittels eines Sehnell~estes 
auf folgende Weise gefunden: Zu Misehungen yon je 5 Tropfen 0,1 m T R A  
pH 7,6 und  2 Tropfen 12proz. Gttmmi arabieum wurden 2 Tropfer~ der eir~- 
zelnen Frakt ionen and  2 Tropfen der L-Cystin-di-~-naphthylahfid-L6sung ge- 
fiigt und  1 Stde. bei 37 ~ inkubiert. Sodann wurden 2 bis 3 Tropfen einer etwa 
0,5proz. wgBrigen L6sung des Diazoniumsalzes Fast  Garne{ Salt GBC zu- 
gesetzt. Fraktionen mit  Aminopeptidaseaktivitgt fi~rbte~ sich bei diesem 
Test intensiv rot. Solehe Frakt ionen wurden vereinigt nnd  gegen 0,01 m T R A  

�9 Gummi arabieum~wurde zugesetzt, um das Substrat i~x Ansgtzen mit  
niedriger Proteinkonzentration besser in L6sung zu hal~en (6). 

1~ A.  E. Sidwell, R. H. Munch, E. S. G. Brown und T. R. Hotness, J. Biol. 
Chem. 123, 335 (1938). 
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pH 7,6 dialysiert. Zur Konzentrierung wurde die L6sung zuletzt im Dialysier- 
sehlauch einem Luftstrom ausgesetzt und auf diose V~Teise auf etwa ein F~inftol 
ihres ursprfingliehen Volumens eingeengt. Des pH der Aminopeptidasel6sung 
wurde yon Zeit zu Zeit kontrolliert und auf 7,6 naehgestellt. 

Eleletrophorese in St~tr]cegel: St~rkegelelektrophoresen ~urden in 0,025 m 
Boratpuffer pH 8,7 bei einem Spannungsgef~ille yon 3 V/era ausgefiihrt. Die 
]bauer der Elektrophoresen betrug 14 bis 16 Stdn. Die Lokalisierung der 
Aminopeptidasen auf dem Gelstreifen erfolgte irn wesentlichen auf besehrie- 
bene Weise 10 mit den ~-Naphthylamiden des ~,-Leueins, L-~orleueins oder 
L-Alanins und dem Diazoninmsalz Fast Garnet Salt GBC. Im Gegensa~z zur 
friiher verwendeten Methode wurde der Gelstreifen jedoeh in der gepufferten 
Substratl6sung ehne I)iazoniumsalz bei 37 ~ inkubiert. Erst nach 60 Min. 
wurde Fast Garnet zugesetzt und weitere 20 Min. bei 37 ~ be]assen. I)iese Ab- 
gnderung war 1-1otwendig, da die Aminopept, idasen der Er~hroeyten bei In- 
kubation in Oegenwart des Diazoniumsalzes raseh inaktiviert werden. 

Spezi/it~t der Aminopeptidase: Die Spezifit~t der Aminopeptidase gegen- 
tiber Aminos~ure-~-naphthylarniden wurde, wie oben ft~r L-Cyst.in-di-~- 
r~apththylamid besehrieben, ermittel~. Die Substratl6sungen waren 5 �9 i 0 -3 m 
in 5.  10 - 3 m  HCI. 

Die A k t i v i t ~  der Aminopeptidase gegeniiber den p-Nitroaniliden des 
L-Leueins, L-Alanins und L-Cystins wurde -- wie an anderer Stelle genau be- 
schrieben 13 -- direkt im Beckman DU Spektrophotometer bei 40 ~ bestimm~. 
0,I rnl Substratl6sung (5 �9 I0 -3 m in 5 �9 i0 -sm HCI) wurde zu 2,8 ml 0,I m 
TRA pI-I 7,6 pipettiert und in der Kii~ette vorgewfirmt. Sodann wurde 0,i m] 
Enzyml6sung zugefiigt und die Zunahme der Extinktion bei 400 m3 w~ihrend 
60 I~fin. in I0 Min. Abstgnden gemessen. Zur Korrektur wl~rde die bei diesem 
pI-I ~iul]erst geringe nieht enzymatisehe I-Iydrolyse der Substrate in Ans~itzen 
ohne Enzym ermittelt. Aus einer Eiehkurve konnte die Menge des in einer 
Stunde freigesetzten p-Nitroanilins abgelesen werden. 

Die Spaltung yon DJpcptiden wurde auf folgende Weise papierchromato- 
graphiseh untersueht:  1 mg des Peptids wurde in 0,3 ml 0,05 m TRA pI~ 7,6 
gel6st und 15 ~I dieser L6sung mit 50 ~I ~2~ainopeptidaselSsung 4 Stdn. bei 
37 ~ inkubiert. Dis Mischung wurde naeh der Inkubation im Exs~eeator zur 
Troekene gebraeht, in etwa 3 tzl ~Vasser gel6st und  auf Sehleieher & Sehtill 
2043 a Chromatographiepapier im Butanol--Eisessig--Wasser  (4:1 : 5)-System 
absteigend ehrom~tographierL. Zm ~ Kontrolle wurden wei~ere 15 ~I der Peptid- 
16sungen ohne Enzym der gleiehen Behandtung unterworfen. 

Ztu" PrSflmg tier oxytoein-spaltenden F/ihigkei~ yon EnzyrnlSsm~gen ver- 
sehiedenen l~einheitsgrades wurden 0,1 bis 0,5 m ] d e r  jeweiligen Fraktionen 
(die Menge wurde naeh dem Grad der Anreieherung so gew:s dag sie 0,5 ml 
Erythroeytenlysat  oder 2 mE Aminopeptidase entspraeh) mit  2,0 ml 0,2 m 
Phosphatpuffer pI-I 7,4 und 1,0 ml Oxy$oein (0,5 IE  Syntoeinon) versetzt, 
mit  Wasser auf 5 rnl verdiirmt und 60 5fin. bei 37 ~ inkubiert. Die Enzym- 
reaktion wurde d,areh 5 Min. langes Erhitzen im koehe~den Wasserbad unter- 
broehen trod die restliehe Oxytoeinaktivi$~t der Inkuba$ionsmisehungen auf 
biologisehem Wege am isolierten Nattenuterus gemessen ~'s. 

13 H. Tuppy, U. Wiesbauer und E. Wintersberger, Z. Physiol. Chem., im 
Druck. 

x4 p.  Holton, Brit. J. Pharmacol. 3, 328 (1948). 
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E r g e b n i s s o  u n d  D i s k u s s i o n  

Durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd C7, gefolgt yon einer 
Chromatographie des Eluats auf DEAE-Cellulose, konnte die Cystin-di-~- 
naphthylamid-spaltende Aminopeptidase der Erythrocyton etwa 250faeh 
angereichort werden. In Tab. 1 sind die l~einigungssehritte mit Angabo 

Ta,belle 1. Reir~igung der Erythroeyten-Aminopeptidase 

Spezifisehe Anrei- Ausb. 
u mg Aktivits 

l%einigungsstufe (ml) ~2rotein/ml (mE/rag *) cherung % 

Lysat mensehlieher Erythroeyten (dialysiert) 500 122 0,041 (1) (100) 
Nach Adsorption an Aluminiumhydroxyd C 7 

und Elution mit Phosphatpuffer . . . . . . . . .  155 7,2 2,26 55 100 
Naeh Chromatographic auf DEAE-Cellulose.. 54 1,9 10,5 256 43 

* Als eiue Aminopeptidaseeinheit (E) wird in dieser Arbe~t jene Enzymmenge bezeichnet, die 
bei pH 7,4~ und 37 ~ pro Min. die Abspaltung yon 1 91viol ~-Naphthylamin aus im ]~bersehuB vor- 
liegendem ~,-Cystin-di-~-naphthylamid katalysiert. 

dor Anreicherung und der Ausboute zusummengefaBt. Das Eluat  vom 
Aluminiumhydroxyd kann ohne Verlust an Enzym~ktivits eingehoren 
werden und ist bei - - 2 0  ~ mehrere Monate st~bil. Nach der Chromato- 
graphie (Abb. 1) t r i t t  schon ws weniger Wochen eine bemerkens- 
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Abb. 1. Chromatographic einer aus Erythrocytenlysat durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd Cy 
und Elution mit Phosphatpuffer gewonnenen Enzyml6sung auf DEAE-Cellulose in 0,01 iV[ T R A  

pH 7,9. Elution mit NaCl-h~ltigem Puffer 
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werte  A b n a h m e  der  enzymat i sehen  Ak t iv i t / / t  ein. Das F e r m e n t  zeig~ seine 

gr58te  Stabilit/~t im neut rMen pH-Bere ieh .  Un te r  p H  5 und  fiber p H  9 

wird  es raseh  dena tur ie r t .  D i i sopropy l f luo rphospha t  und J o d a e e t a m i d  
haben  ke inen  EiD_flu8 auf die E n z y m a k t i v i t g t .  

] )as  p H - 0 p t i m u m  der  E n z y m r e a k t i o n  l iegt  - -  ffir L-Cyst in-di -~-naph-  
t h y l a m i d  als Subs t r a t  - -  bei 7,6. 

W i r d  das  E l u a t  ve to  A l u m i n i u m h y d r o x y d  du tch  S t / ~ r k e g e l e l e k t r o -  
p h o r e s e  bei p H  8,7 aufge t rennt ,  so kSrmen mi t  5 -Leue in -~ -naph thy lamid  

und  dem Diazoniumsalz  F a s t  Garne t  Sal t  GBC zwei Aminopep t idase -  
banden  a m  Gelstreifen angef/~rbt werden.  Beide Banden  sind ihrer  Lage  
naeh  yon  den zwei Banden  des 
Schwangerenserums  versehieden 

(Abb. 2). Lage  und  I n t e n s i t g t  der  
B a n d e n  erfahren w~hrend einer 
Sehwangersehaf t  keine  Anderung.  
Naeh  der  Chromatograph ie  auf 
DEAE-Cel lu lose  wurde  n u t  mehr  
eine, und  zwar die langsamere ,  der  
be iden  Banden  gefunden.  Diese 
Bande  lieg sieh aueh mi t  5-Alanin-  
oder L-Norleuein- ~ - n a p h t h y l a m i d  
gut  anf/~rben. Mit te ls  dieser Methode  
konn te  demnaeh  in der  ehroma-  

/ 2 

O I AT 

Abb.  2. Vergleichende St~trkegelelektrophorese 
von Schwangerenserum (A) und einer alls dem 
Lysat von Erythroeyten dutch Adsorption an 
Aluminiumhydroxyd C und Elution mit Phos- 
phatpuffer gewonnenen Enzyml6snng (B). 
BandeI stellt die Serumoxytoeinase dar (10), 
Bande I die -Cystin-di-~-naphthylamid spal- 
tende Aminopeptidase der Erythrocyten. Bande 
II ist nach der Chromato#raphie auf DEAE- 

Cellulose nicht mehr vorhanden 

tog raph ie r t en  Enzyml6sung  nur  mehr  eine einzige Aminopep t idase  naeh-  
gewiesen werden.  Eine  Anfg.rbung des E n z y m s  mi t  n-Cys t in-d i -~-naph-  
t h y l a m i d  gelang nieht ,  da  das  Subs t r a t  im wggrigen Inkuba t ionsgemisch  
zu wenig 15slieh is t  und  andererse i t s  das  E n z y m  in Medien, die e inen 
hSheren Prozen t sa tz  an  Methyleel losolve besi tzen und das  Subs t r a t  zu 
16sen ims t ande  w/~ren, dena tu r i e r t  wird.  

Nach einer Elektrophorese yon unfrakt ioniertem Erythroeytenlysa t  ge- 
lang es nichg, die Aminopept idasen auf dem Gelstreifen anzuf/~rben. Zur Er-  
kl/irung dieser Tatsaehe k6nn~e angenommen werden, dab die Enzyme dureh 
die breite, intensiv rot  gef~rbte Ba.ndo des H/~moglobins / iberdeckt werden. 
Hfi.moglobin wandert  bei p H  8,7 jedoeh bedeutend langsamer als die beiden 
Aminopeptidasen.  Wir nehmen daher an, dab die Aminopept.idasen im Lysa t  
- -  ~ihnlieh wie die Haptoglobine des Serums - -  an das in hoher Konzentra t ion 
vorliegende H/imoglobin gebunden sind. I)iese Vermutung wird dureh einen 
weiteren Befund erh~trtet: Bei isoelektriseher F~tllung eines Groftteils des 
H/~moglobins bei p H  6,8 gritt  gleiehzeitig ein bedeutender Enzymverlus t  auf. 
Da die Fermente  bei diesem pH-Wer t  stabil  sind, isg eine Denagurierung aug- 
zusehlieBen. Andererseits weisen Untersehiede im elektrophoretisehen Ver- 
halten des H~moglobins und der Aminopep~idasen auf Versehiedenheiten im 
isoelektrisehen Punkt  hin, so daft eine gleiehzeitig mi t  der ]~'~llung des t t / imo- 
globins eint.retende isoelektrisehe F/~llung der Aminopeptidasen sehr unwahr- 
seheinlieh ist. Dm'eh die Annahme einer Bindung der Fermente  an das H~mo- 
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globir~ k6rmte diese Erseheinung jedoeh zwanglos erkl/~rt werden: Dureh iso- 
elektrisehe F~llung des H/imoglobins werden die an den Blutfarbs~off gebun- 
denen Aminopeptidasen mitgef~Ilt. Erst  dureh die Behandlung mit  Alumi- 
n iumhydroxyd Cy t r i t t  - -  bedingt dutch die starke Bindung der Aminopepti- 
dasen an dieses Adsorbens - -  eine Trermung vom H/~moglobin o/n, welches 
zum GroBteil in L6sung bleibt. Die veto Hgmoglobin getrenn~en Aminopepti- 
dasen werden bei p g  6,8 nieht m ehr gef/~llt und sind naeh einer Elektrophorese 
ill St~rkegel als diskrete Banden nachweisbar. 

Tabelle 2. S p a l t u n g  v o n  A m i n o s i u r e . ~ - n a p h t h y l a m i d e n  d u r e h  
a n g e r e i e h e r t e  E r y t h r o e y t e n - A m i n o p e p t i d a s e *  

Substrat: ~-Naphthylamid yon Substrat: ~-Naphthylamid yon 

L-Norleuein . . . . . . . . . . . . . . .  160 
L-Alanin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  100 
J~-Cystin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  69 
L-Tyrosin . . . . . . . . . . . . . . . . .  52 
L-Leuein . . . . . . . . . . . . . . . . . .  33 
5-Prolin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  33 
L-Cystein . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 
L -Phenylalanin . . . . . . . . . . . .  21 
~-Lysin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15,5 
~-Glutamin . . . . . . . . . . . . . . .  15 

L-Valin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  13,5 
Glyei n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 
D,L-Asparagins/~ure . . . . . . . . . .  6,5 
L-Serin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6,5 
L-Tryptophan . . . . . . . . . . . . . .  6,5 
L-Isoleuein . . . . . . . . . . . . . . . . .  2,5 
N-Benzoyl-D,L-Arginin . . . . . . .  1,5 
L-gist idin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1,5 
L.Asparagin . . . . . . . . . . . . . . . .  0 
o-Leuei~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 

* Angegeben sind die relativen Geschwindigkeiten der Spultung bezogen auf die for 100 hewer- 
fete Spaltungsgeschwindigkeit des L-Alanin-~-naphthylamids. 

N e s v a d b a  15 ber iehte te  vor  kurzem fiber die Synthese der ~-Naphthyl-  

amide  nahezu  Mler nat t i r l ieh vo rkommende r  Aminos/~uren. Die S p e z i f i t ~ t 

der  hier un te r sueh ten  Aminopept idase  gegeniiber diesen Subs t ra ten  ist aus 

Tab. 2 zu ersehen. Besonders hervorgehoben  sei, dab das F e r m e n t  L-Alanin- 

und  T,-Cystin-~-naphthylamid besonders raseh, L .Leuein-~-naphthylamid  

hingegen bedeutend  langsamer  hydrolysier t .  Dies ist  insofern bemerkens- 

weft ,  als L-Leue in-~-naphthylamid  ein Subs t ra t  darstell t ,  welches yon  vie- 

len Aminopep t idasen  - -  wie zum Beispiel yon der Leueinaminopept idase  

aus Sehweinenieren oder yon  der Serumoxytoe inase  - -  opt imal  gesloMten 

wird i~. 

T u p l g y  und  Mitarbei ter  ia besehrieben kfirzlieh eine Methode zur Be- 
s t i m m u n g  der enzymat i sehen  Ak t iv i t s  proteolyt iseher  Fe rmen te  mi t  

t t i l fe  yon  Aminos~ure-p-ni t roani l iden als Substrate .  Das im Verlaufe der 

E n z y m r e a k t i o n  freigesetzte  p-Ni t roani l in  wird dabei direkt  dureh Aus- 

messung der Absorp t ion  bei 400 my~ q u a n t i t a t i v  bes t immt .  Wir  unter-  

suehten  die Spal tbarke i t  einiger Aminos iure -p-n i t roan i l ide  dureh die 

1~ H.  Nesvadba,  Nh. Chem. 93, 386 (1962). 
i6 H.  •uppy ,  U. Wiesbauer  u n d  E.  Wintersberger, Mh. Chem., in Vor- 

bereitung. 
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Aminopeptidase aus Erythroeyten und fanden, da/3 das Ferment die Spal- 
tung dieser Substrate nut  sehr sehwaeh katalysier~. Die relative Hydro.  
lysengesehwindigkeit, bezogen a.uf 100 fiir L-Alanin-t3-naphthylamid , be- 
trug 1,4 ftir L-Cystin-di-to-nitroanilid , 1,5 fiir L-Alanin-p-nitroanilid und 
1,3 fiir L-Leuein-p-nitroanilid. In ihrer Aktivit//t gegeniiber Aminos//ure- 
p-nitroaniliden unterseheidet sieh die untersuehte Aminopeptidase dem- 
naeh betr/~ehtlieh yon der Serumoxytoeinase, welehe diese Substrate raseh 
hydrolysiert 13. 

Tabelle 3. S p a l t u n g  yon  D i p e p t i d e ~  d u t c h  a n g e r e i e h e r t e  
E r y t h r o e y t e n - A m i n o p e p t i d a s e *  

r~-Leueyl-L-leuein . . . . . . .  -b q- + -b L-Cysi~inyl-di-L-Manin . . . . . .  q- 4- 
L-Leueyl-glyein . . . . . . . .  q- q- q- L-Cys~inyl-di-L-gyrosinamid.. q- 
D,L-Atanyl-glyein . . . . . .  T +  D-Leueyl-glyein . . . . . . . . . . . .  + 
G-lyeyt-L-Ieuein . . . . . . . .  § § Glyeyl-D-leuein . . . . . . . . . . . .  0 

* Das Ausmal] der Spal~ung wurdc papierehromatographisch bestimmt u n d i s t  in hMbquanti- 
tativer Weise w[edergegebcn. 

Tab. 3 zeigt die Spezifits des Enzyme gegon~iber einigen Dipep~iden. 
[m Gegensatz zum L-Leucin-~-n~phthyl~mid worden Dipeptidc mit N-ter- 
minMem Leucinrest besonders rasch hydrolysiert. Dies best~tigt eine sehon 
friiher diskutierte Eigensch~ft yon PeptidasenlL derzufolge diese Fer, 
mente Aminos~uren aus Peptiden mit anderer relativer Oeschwindigkeit 
abspalten als aus Amiden oder ~-Naphthylamiden. W/~hrend D-Leucin-~- 
naphthylamid nieht hydrolysiert wird, konnte bei D-Leueyl-glyein eine 
langsame Hydrolyse festgestellt werden, Glyeyl-D-leuein hingegen wird 
nieht gespMten. Aueh in dieser Hinsicht unterseheidet, sich das untersuchte 
Enzym yon der Leueinaminopeptidase aus Sehweinenieren, welehe Glyeyl- 
D-leucin langsam hydrolysiert, D-Leueylglyein jedoeh nieht anzugreifen 
vel mag ~s. 

Zwei Arten yon H e m m k S r p e r n  wurden untersucht: 1. Metall- 
komplexbildner (Komplexon, 1,10-Phenanthrolin und 8-Hydroxyehinolin) 
und 2. einige dem L-Cystin-di~-naphthylamid struktnrelI //hnliehe kom- 
petitive Substrate. 

Von den untersuchten 3/Ietallkomplexbildnern hat Komplexon kei- 
hen EinfluB auf die Enzynmktivitgt,  w//hrend 1,10-Phenanthrolin und 
8-Hych'oxyehinotin in 5 �9 10 -3 m Konzentration vollstgndig hemmen. Es sei 
erw/[.hnt, dab andere in den Erybhroeyten vorkommende und das Substrat 
L-Leuein-13-naphthylamid spaltende Aminopep~idasen dutch Komplexon 
gehemmt werden. Im Verlaufe der Reinigung des besehriebenen Enzyms 
versehwindet mit der Abtrennung solcher Fermente die Hemmbarkeit  der 

~ H.  Zuber,  Chimia 14, 405 (1960). 
is E.  L. Smith, und D. H.  Spackma~ ,  J. Biol. Chem. 212, 271 (1955). 
Monatshef~e ftir Chemie, Bd. 93/6 8~ 
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Hydrolyse von n-Leucin-~-naphthylamid dureh den Komplexbiidner. Die 
Spa]tung yon L-Cystin-di-~-naphthylamid ist dagegen schon im unfraktio- 
nierten Erythrocytenlysat durch Komplexon nicht beeinfluBt. Dies weist 
darauf bin, daft nut die bier beschriebene Aminopeptidas~ L-Cystin-di-~- 
naphthylamid zu hydrolysieren vermag. Da dieses Ferment jedoch durch 
1,10-Phenanthrolin odcr 8-Hydroxychinolin gehemmt wird, diirfte es ein 
Metallenzym sein~ dessert Aktivits vom Vorhandensein eines Schwer- 
metalles abh//ngt. 

Es ist bekannt, dal~ dem L-Cystin-di-~-naphthylamid strukturell s 
liehe Cystinylpeptide die enzymatische Hydrolys~ dieses Substrats, ebenso 
wie die des Oxytoeins, dureh die Serumoxytocinase hemmen 19. Aueh die 
Wirksamkeit der untersuchten Aminopeptidase aus Erythroeyten gegen- 
5ber L-Cystin-di-~-naphthylamid ist in Gegenwart solcher Verbindungen 
verringert. Da die Peptide selbst dureh das Ferment gespalten werden, 
wirken sie als kompetitive Substrate. Ist  das molare Verh/~ltnis yon kom- 
petitivem Substrat zu L-Cystin-di-~-naphthylamid gleich 1, so betr/~gt die 
Hemmung dureh L - Cystin- di- b enz ylamid 19 %, durch L - Cystin- di-phenoxy- 
~thylamid 5 0 ~  dureh L-Cystin-di-p-hydroxyanilid 48% und dutch 
L-Cystinyl-di-L-tyrosinamid 58%. 

Zweck dieser Arbeit war es zu untersuehen, ob die o x y t o c i n -  
a b b a u e n d e F/~ hi g k e i t  der Erythrocyten - -  so wie die des Schwangeren- 
serums - -  auf der Wirkung einer Cystinylpeptide spaltenden Aminopep- 
tidase beruht. Es zeigte sieh, daft dies nicht der Fall ist. Die untersuehte, 
L-Cystin-di~-naphthylamid spaltende Aminopeptidase der Erythroeyten 
spaltet Oxytoein nieht, vielmehr wurde der Grol~teil des oxytocin-inakti- 
vierenden Prinzips sehon dutch die Behandlung mit Aluminiumhydroxyd 
C 7 von der Aminopeptidase getrennt. Tab. 4 zeigt den Abbau yon Oxy- 
toein durch FermentlSsungen verschiedenen Reinheitsgrades w/~hrend 
60 Min. ]anger Inkubation bei 37 ~ Der Mechanismus der Inaktivierung yon 
Oxytocin dureh Erythroeyten und dureh Sehwangerenserum ist demnach 
versehieden. 

Dieses Ergebnis zeigt, daft e s L-Cystin-di-~-naphthylamid spaltende 
Aminopeptidasen gibt, die nieht imstande sind, Oxytoein zu inaktivieren. 
Ein durch Co ++ aktivierbures Enzym//hn]icher Eigenschaften konnte aueh 
aus Schweinenieren angereiehert werden ~~ Umgekehrt w/~re es wohl denk- 
bar, daft eine gegeniiber Cystin-di-t3-naphthylamid wirkungslose Amino- 
peptidase der Erythrocyten oxytocin-spa]tende F/~higkeiten bess und 
somit fiir die ZerstSrung des Hormons dureh Erythroeytenlysate ~erant- 
wortli.eh ws Nun ist jedoeh yon Werle  ~ gefunden worden, daft das 

19 E.  Wintersberger, H.  T u p p y  und E. Stol~laslca, Mh. Chem. 91, 577 (1960) ; 
E.  Stoklasl~a und E.  Wintersberger, in Vorbereitung. 

so H.  T u p p y  und E. Wintersberger, unverSffentlichte Ergebnisse. 
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oxytoein-sloaltende Prinzip der Erythroeyten dureh Komplexon nieht ge- 
hemmt wird. Da andererseits die in Erythroey~en vorkommenden Amino- 
t)eptidasen - -  mit Ausnahme des hier besehriebenen Enzyms - -  dureh den 

Tabelle 4. I n a k t i v i e r u n g  yon  O x y t o e i n  

Fraktion % abgebant.es Oxytocin * 

Lysat mensehlieh~r Erythrocyten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  70 
1)berstand ~aaeh Behandlung des Lysavs ~ig AIumi~,ium- 

hydroxyd Cu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  65 
Dutch Elution vom Atulriniumhydroxyd ~ri~ Phosphatpuffer 

gewonnene E~zyml6st:~g . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 
ArninopeptidaselSsung naeh Chro~oa.tographie auf DEAE- 

Cellu]ose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 

* Die Inkuba~ionsmischung enthio, It z~ Bcginn der Euzymreaktion jewei]s 0,5 IE Oxy~,oein, sowic 
yon den einzelne~ Fraktionen eine 0,5 ml Erythrocytenlysa.t (oder 2 mE Aminopeptidaso) ent-cpre- 
chende Menge. Es wurdo, 60 Min. lang bci 37 ~ inkubiert. 

Komplexbildner gehemmt werden, is~ diese M6gliehkoit mit grofler Sicher- 
heit auszuschliet]en. Als andere ~/[cchanismen ftir die I~_akt, ivieru~_g yon 
Oxy~oein kommen einerseits eire Hydrolyse dutch pro~eo]ytische Fer- 
mente mit ehy~no~rypsin-ghnlicber SFezifit/Lt,, andererseits eine Trennung 
der Sehwe%lbrtieke des 0xytoeinmole~_ii]s in triage. Naeh letztgenanntem 
Meehanismus wird Oxytocin unter anaeroben Bedirguagen dureh Uterus- 
extrakte inaktiviert 21; aueh die 8paltmlg des Insulis_s durch die aus Leber 
isolierte Insulinase gcschieht auf/ihnliehe Weise ~2 

Uber die physiologisehe Bedeutung des oxytoein-spaltenden Prinzips 
der Eryt.hroeyten ist niehts bekannt. Da Oxytoein dig Zellwand der Ery- 
throeyten nicht durehdringen kann, w/ire eine Wirkung im Sirme einer 
Kontrolle des Oxytoein-Spiegels des Blutes nur dann anzur.ehmen, wenn 
das oxy~oein-spaltende Ferment dutch ZerstSrung der roten Blutzellen 
aus diesen in das Plasma eindringon k6nnte. Diese M6gliehkeig wurde yon 
S~nith 23 ftir das Auftreten versehiedener Peptidasen im Btutserum disku- 
tiert, Ftir die yon uns untersuchten Aminopep~idasen des Serums und der 
Erythroeygen trifft dieser ?~[eeh~nismus sicher nieht zu, da die Enzyme in 
vielen ihrer Eigel~sehaften versehieden sind. 

Herrn Prof. Dr. H .  T u p p y  danken wit f/Jr sein [nteresse und ftir viele 
wertvolle Diskussionen, Herrn Dr. H ,  Nesvadba (F~, Sanabo, Wien) sind 
wit ffir die L'berlassuug vo~ Amonios/~ure-~3-n~phthylamiden, Herr Dr E. 

21 L. Audrain  und H. Clauser, Bioehim. Biophys. Aeta [Amsterdam] 
30, 191 (1958). 

22 H.  H.  Tomizawa,  J.  Idiol. Chem. 237, 428 (1962), 
e~ E.  L .  Smith,  E.  G. Cartwright, F.  H.  Tyler und M .  il/[. Wintrobe, J. Biol. 

Chem. 185, 59 (i950). 
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Stoldaska (Institut fiir Allgemeine und Experimentelle Pathologie der 
Universitit  Wlen) fiir die Durchftihrung der der Oxytoeinbestim- 
mungen zu Dank verpfliehtet, 

Der I~ockefeller-Stiftung wird far die dem Insti tut  fiir Bioehemie 
der Universitat Wie~ gew~tirte Unterstiitzung, die dieser Arbeit zu- 
gute gekommen ist, gedankt. 

. i  
Dem Osterreiehisehen Insti tut  itir H/~moderivate und der Blutersatz- 

stelle des Wiener Allgemeinen Krankenhauses danken wir Itir die Bereit- 
stelhmg yon Blutkonserven. 


