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Eine Aminopeptidase, die das synthetische Substrat n-Cystin-
di-B-naphthylamid spaltet, wurde aus Lysaten menschlicher Ery-
throcyten durch Adsorption an. Aluminiumhydroxyd Cy und an-
schliefende Chromatographie des Eluats auf DEAR-Cellulose
etwa 250fach angereichert. Das Enzym ist — im Gegensatz zur
L-Cystin-di-B-naphthylamid spaltendenn Aminopeptidase des
Schwangerenserums — nicht imstande, Oxytocin zu inaktivieren.
Eigenschaften und Spezifitdt der Aminopeptidase werden be-
schrieben.

Im Jahre 1946 fand Pagel, dafi’ Lysate menschlicher Erythrocyten
— ebenso wie Seren schwangerer Frauen -— imstande sind, das wehen-
erregende Hormon des Hypophysenhinterlappens, Oxytocin, zu inaktivie-
ren. Im Gegensatz zum oxytocin-spaltenden Prinzip des Serums tritt das
der Erythrocyten jedoch nicht nur wihrend einer Schwangerschaft auf,
sondern findet sich in gleichem Mafle in Erythrocyten von schwangeren
und nichtschwangeren Frauen, wie auch in solchen von Minnern. Der
durch Schwangerenseren hervorgerufene Oxytocinabbau wird durch Kom-
plexon gehemmst, auf die Inaktivierung des Hormons durch Erythro-
cytenlysate hingegen hat der Komplexbildner keinen EinfluB23. Die
oxytocin-spaltende Féhigkeit des Schwangerenserums geht — Arbeiten

1 E. W. Page, Amer. J. Obstet. Gynecol. 52, 1014 (1946); Science [N. Y.}
105, 292 (1947).
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von Tuppy und Mitarbeitern*-® zufolge — auf eine Aminopeptidase
zuriick, die imstande ist, Substrate mit N-terminalem Halbeystinrest, wie
Oxytocin, Vasopressin oder L-Cystin-di-B-naphthylamid, an der dern Halb-
cystinrest folgenden Peptidbindung zu hydrolysieren.

Peptidasen aus Erythrocyten wurden von Swmith und Mitarbeitern
nidher untersucht?. Genannte Autoren reinigfen Prolidase und Tripepti-
dase aus Pferdeerythrocyten®. Hine Tripeptidase aus menschlichen Ery-
throcyten wurde von T'suboi und Mitarbeitern angereichert®. Eigene Unter-
suchungen zeigten, daff Lysate menschlicher Erythrocyten eine betracht-
liche Aminopeptidaseaktivitit aufweisen und daBl sie — so wie Seren
schwangerer Frauen — imstande sind, das Aminopeptidasesubstrat
1-Cystin-di-B-naphthylamid zu hydrolysieren® 0. Es erschien dsher von
Interesse zu untersuchen, ob die Cystin-di-B-naphthylamid spaltende
Aminopeptidase der Erythrocyten fiir deren oxytocin-spaltende Fihigkeit
verantwortlich ist. Dies wiirde ndmlich bedeuten, dafi der Mechanismus
der Oxytocininaktivierung durch Schwangerenseren und durch Erythro-
cytenlysate der gleiche ist.

Experimenteller Teil
Material

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung der Erythrocyten dienten ab-
gelaufene. Blutkonserven der Blutersatzstelle des Wiener Allgemeinen Kran-
kenhauses. Die XIrythrocyten wurden durch Zentrifugieren bei 1200 X g
vom Plasma getrennt und 4rmal mit isotonischer Kochsalzldsung gewaschen.

Aluminiumhydroxyd Cy wurde nach Willstister und Kraut hergestellt.
Die Suspension wurde bei 1200 X g zentﬂfugmrt und der gelartige Nieder-
schlag als Adsorbens eingesetzt.

Methoden

Bestimmung der Aminopeptidaseaktivitis: Wihrend der Reinigung wurde
die Anreicherung des Enzyms auf frither beschriebene Weise mit dem Amino-
peptidasesubstrat L-Cystin-di-B-naphthylamid verfolgt® ¢ Zu 2,0 ml 0,1 m-
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Tridthanolamin-Puffer (TR4) pH 7.6 wurden 0,5 ml einer 12proz. wilBrigen
Loésung von Gummi arabicum* und 0,5 ml Enzymlésung (von héher ange-
reicherten Enzymlésungen 0,2 ml uad 0,3 ml HyO) gefigt. 0,75 ml dieser
Mischung wurden dann mit 0,25 ral einer Losung von L-Cystin-di-g-naphthyl-
amid (2,8 - 10-3m in 5 - 10-3m HCl) versetzt und 2 Stdn. bei 37° inkubiert.
Die weitere Behandlung entsprach dem von Tuppy und Nesvadba?® beschrie-
benen Verfahren; das durch das Ferment freigesetzte p-Naphthylamin wurde
auf kolorimetrischem Wege quantitativ bestimmt und seine Konzentration,
an. einer Eichkurve abgelesen.

Die Proteinkonzentration der Enzymldsungen (mg Protein/ml) wurde
durch Ausmessen der Absorption bei 280 mu (Beckman Spektrophotometer,
1 cm Schichtdicke) ermittelt. Vor der Messung mufBte im allgemeinen 30-
bis 60fach verdinnt werden. Zur Umrechnung der Extinktion auf mg Pro-
tein/ml wurden die MeBwerte mit dem Faktor 0,564 multipliziert. Dieser
Faktor 148t sich ans dem molaren Extinktionskoeffizienten von mensch-
lichermn Hdmoglobin!? berechnen. Da selbst die angereicherte Enzymlésung
noch mit etwas Hamoglobin verunreinigt war, wurde der Faktor auch fur
diese Losung verwendet.

Reinigung der Aminopeptidase: Gewaschene Erythrocyten wurden mit
dem gleichen Volumen dest. HaO h#molysiert und gegen 0,01 m TRA pH 7,6
dialysiert. 500 ml dialysiertes Lysat wurden mit 75 g Aluminiumhydroxyd
Cy 15 Min. lang gut gerithrt und sodann bei 1200 X g zentrifugiert. Der
Niederschlag wurde mit 0,01 m TRA pH 7,6 so lange gewaschen, bis die tiber-
stehende Lésung nur mehr schwach gelb geférbt war. Das am Aluminium-
hydroxyd adsorbierte Enzym wurde 2mal mit je 75 ml 0,1 m Phosphatpuffer
pH 7.4 elujert und die vereinigten Eluate gegen 0,01 m T'RA pH 7,6 dialysiert.

Fiir die folgende Chromatographie wurde eine Séule 2 X 40 cm aus Di-
athylaminoéthyl-(DEAE-)Cellulose hergestellt. Das Chromatgraphierohr war
von einem Kiihlmantel umgeben, durch den wihrend der Chromatographie
Leitungswasser (10°) durchgeschickt wurde. Der Tonenaustauscher wurde mit
0,01lm TRA pH 7,9 ins Gleichgewicht gebracht, dann konnten 20ml der
dialysierten und mit n NaOH auf pH 7,9 gebrachten Enzymlésung aufgetra-
gen werden. Es wurde mit 50 ml 0,0l m TRA pH 7,9 nachgewaschen und
sodann mit demselben Puffer, der zusstzlich NaCl enthielt, eluiert. Die NaCl-
Konzentration war zunichst 0,05 m und wurde, nachdem etwa 750 ml Elu-
tionspuffer die Sdule passiert hatten, auf 0,2 m erhéht. Mit Hilfe eines Frak-
tionssammlers wurden Fraktionen zu 10 ml bei einer DurchfluBBgeschwindig-
keit von 1 ml/Min. aufgefangen. Die Proteinkonzentration der Fraktionen
wurde durch direkte Ausmessung der optischen Dichte bei 280 my ermittelt.
Die aminopeptidase-héltigen Fraktionen wurden mittels eines Schnelltestes
auf folgende Weise gefunden: Zu Mischungen von je 5 Tropfen 0,1m TRA
pH 7.6 und 2 Tropfen 12proz. Gummi arabicum wurden 2 Tropfen der ein-
zelnen Fraktionen und 2 Tropfen der n-Cystin-di-B-naphthylamid-Losung ge-
fiigt und 1 Stde. bei 37° inkubiert. Sodann wurden 2 bis 3 Tropfen einer etwa
0,5proz. wiBrigen Losung des Diazoniumsalzes Fast Garnet Salt GBC zu-
gesetzt. Fraktionen mit Aminopeptidaseaktivitét férbten sich bei diesem
Test intensiv rot. Solche Fraktionen wurden vereinigt und gegen 0,01 m TRA

* Gummi arabicum”™wurde zugesetzt, um das Substrat in Ansétzen mit
niedriger Proteinkonzentration besser in Losung zu halten (6).

12 A, E. Sidwell, R. H. Munch, E. S. G. Brown und 7. R. Hogness, J. Biol.
Chem. 123, 335 (1938).
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pH 7,6 dialysiert. Zur Konzentrierung wurde die Lésung zuletzt im Dialysier-
schlauch einem Luftstrom ausgesetzt und auf diese Weise auf etwa ein Funftel
ihres urspriinglichen Volumens eingeengt. Das pH der Amincpeptidaselésung
wurde von Zeit zu Zeit kontrolliert und auf 7,6 nachgestellt.

Hlektrophorese wn Stdrkegel: Starkegelelektrophoresen wurden in 0,025 m
Boratpuffer pH 8,7 bei einem Spannungsgefélle von 3 V/em ausgefithrt. Die
Dauver der Elektrophoresen betrug 14 bis 16 Stdn. Die Lokalisierung der
Aminopeptidasen auf dem Gelstreifen erfolgte im wesentlichen auf beschrie-
bene Weise'® mit den B-Naphthylamiden des r-Leucins, n-Norleucins oder
r-Alanins und dem Diazoniumsalz Fast Garnet Salt GBC. Im Gegensatz zur
frither verwendeten Methode wurde der Gelstreifen jedoch in der gepufferten
Substratléosung ohne Diazoniumsalz bei 37° inkubiert. Erst nach 60 Min.
wurde Fast Garnet zugesetzt nund weitere 20 Min. bei 37° belassen. Diese Ab-
&nderung war netwendig, da die Aminopeptidasen der Erythrocyten bei In-
kubation in Gegenwart des Diazoniumsalzes rasch inaktiviert werden.

Spezifitit der Aminopeptidase: Die Spezifitit der Aminopeptidase gegen-
itber Aminoséure-@-naphthylamiden wurde, wie oben fir r-Cystin-di-3-
napththylamid beschrieben, ermittelt. Die Substratldsungen waren 5 - 10-3 m
in 5-10-3m HCL

Die Aktivitdt der Aminopeptidase gegeniiber den p-Nitroaniliden des
L-Leucins, 1-Alanins und ©-Cystins wurde — wie an anderer Stelle genau be-
schrieben®® — direkt im Beckman DU Spektrophotometer bei 40° bestimmdt.
0,1 ml Substratlésung (5- 10~3m in 5+ 10-3 m HCl) wurde zu 2,8ml 0,1 m
TRA pH 7,6 pipettiert und in der Kiivette vorgewiirmt. Sodann wurde 0,1 m]
Enzymldsung zugefiigt und die Zunahme der Extinktion bei 400 my wihrend
60 Min. in 10 Min. Abstdnden gemessen. Zur Korrektur wurde die bei diesem
pH duberst geringe nicht enzymatische Hydrolyse der Substrate in Ansétzen
ohne Enzym ermittelt. Aus einer Hichkurve konnte die Menge des in einer
Stunde freigesetzten p-Nitroanilins abgelesen werden.

Die Spaltung von Dipeptiden wurde auf folgende Weise papierchromato-
graphisch untersucht: 1 mg des Peptids wurde in 0,3 ml 0,05 m TRA pH 7,6
gelost und 15 ul dieser Loésung mit 50 ul Aminopeptidaselésung 4 Stdn. bei
37° inkubiert. Die Mischung wurde nach der Inkubation im Exsiccator zur
Trockene gebracht, in etwa 3 pl Wasser geldst und auf Schleicher & Schiill
2043 a Chromatographiepapier im Butanol—Risessig—Wasser (4:1:5)-System
absteigend chromatographiert. Zur Kontrolle wurden weitere 15 yl der Peptid-
Iésungen ohne Enzym der gleichen Behandlung unterworfen,

Zur Prifung der oxytocin-spaltenden Féhigkeit von Enzymlésungen ver-
schiedenen Reinheitsgrades wurden 0,1 bis 0,5 ml der jeweiligen Fraktionen
(die Menge wurde nach dem Grad der Anreicherung so gewihlt, daB sie 0,5 ml
Erythroeytenlysat oder 2 mE Aminopeptidase entsprach) mit 2,0 ml 0,2 m
Phosphatpuffer pH 7,4 und 1,0 ml Oxytocin (0,5 IE Syntocinon) versetzt,
mit Wasser auf 5 ml verdinnt und 60 Min. bei 37° inkubiert. Die Enzym-
reaktion wurde durch 5 Min. langes Erhitzen im kochenden Wasserbad unter-
brochen und die restliche Oxytocinaktivitit der Inkubationsmischungen auf
biologischem Wege am isolierten Rattenuterus gemessenl4,

B H. Tuppy, U. Wiesbauer und FE. Wintersberger, Z. Physiol. Chem., im
Druck.
14 P. Holion, Brit. J. Pharmacol. 3, 328 (1948).
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-Ergebnisse und Diskussion

Durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd Cy, gefolgt von einer
Chromatographie des Eluats auf DEAE-Cellulose, konnte die Cystin-di-f-
naphthylamid-spaltende Aminopeptidase der Erythrocyten etwa 250fach
angereichert werden. In Tab. 1 sind die Reinigungsschritte mit Angabe

Tabelle 1. Reinigung der Erythrocyten-Aminopeptidase

Reinigungsstufe Vo(l;;rll;en Protlgii jml i%%;%z% cﬁ‘;ﬁ& Altzb'

Lysat menschlicher Erythrocyten (dialysiert) 500 122 0,041 (1) (100}
Nach Adsorption an Aluminiumhydroxyd Cy

und Elution mit Phosphatpuffer ......... 155 7,2 2,26 55 100

Nach Chromatographie auf DEAE-Cellulose. . 54 1,9 10,5 256 43

* Als eine Aminopeptidaseeinheit (E) wird in dieser Arbeit jene Enzymmenge bezeichnet, die
bei pH 7,4 und 37° pro Min. die Abspaltung von 1 pMol 3-Naphthylamin aus im UberschuB vor-
liegendem 1-Cystin-di-3-naphthylamid katalysiert.

der Anreicherung und der Ausbeute zusammengefalt. Das Eluat vom
Aluminiumhydroxyd kann ohne Verlust an Enzymaktivitidt eingefioren
werden und ist bei — 20° mehrere Monate stabil. Nach der Chromato-
graphie (Abb. 1) tritt schon wéhrend weniger Wochen eine bemerkens-
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Abb. 1. Chromatographie einer aus Erythrocytenlysat durch Adsorption an Alumininmhydroxyd Cy
und Elution mit Phosphatpuffer gewonnenen Enzymibsung auf DEAE-Cellulose in 0,01 M TRA
pH 7,9. Elution mit NaCl-hiltigem Puffer
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werte Abnahme der enzymatischen Aktivitdt ein. Dag Ferment zeigt seine
gréfite Stabilitdt im neutralen pH-Bereich. Unter pH 5 und iiber pH 9
wird es rasch dematuriert. Diisopropylfluorphosphat und Jodacetamid
haben keinen Einflul} auf die Enzymaktivitét.

Das pH-Optimum der Enzymreaktion liegt — fiir L-Cystin-di-3-naph-
thylamid als Substrat — bei 7,6.

Wird das Eluat vom Aluminiumhydroxyd durch Stdrkegelelektro-
phorese bei pH 8,7 aufgetrennt, so kénnen mit r-Leucin-f-naphthylamid
und dem Diazoniumsalz Fast Garnet Salt GBC zwei Aminopeptidase-
banden am Gelstreifen angefirbt werden. Beide Banden sind ihrer Lage
nach von den zwei Banden des

Schwangerenserums ~ verschieden 7z
(Abb. 2). Lage und Intensitdt der % E A
Banden erfabhren wihrend einer - +
Schwangerschaft keine Anderung. E 8
Nach der OChromatographie auf y T

DEAE-Cellulose wurde nur mehr
eine, und zwar die langsamere, der
beiden Banden gefunden. Diese
Bande lief sich auch mit r-Alanin-
oder  r-Norleucin-#-naphthylamid
gut anfirben. Mittels dieser Methode

Abb. 2. Vergleichende Stiirkegelelektrophorese
von Schwangerenserum (A) und einer aus dem
Lysat von Erythrocyten durch Adsorption an
Almminiumhydroxyd ¢ und Elution mit Phos-
phatpuffer gewonnenen Enzymlosung (B).
Bande I stellt die Serumoxytocinase dar (10),
Bande I die -Cystin-di---naphthylamid spal-
tende Aminopeptidase der Erythrocyten. Bande
II ist nach der Chromatographie auf DEAE-
Cellulose nicht. mehr vorhanden

konnte demnach in der chroma-

tographierten Enzymlosung nur mehr eine einzige Aminopeptidase nach-
gewiesen werden. Eine Anfirbung des Enzyms mit r-Cystin-di-B-naph-
thylamid gelang nicht, da das Substrat im wiBrigen Inkubationsgemisch
zu wenig loslich ist und andererseits das Enzym in Medien, die einen
héheren Prozentsatz an Methylcellosolve besitzen und das Substrat zu
16sen imstande wéren, denaturiert wird.

Nach einer Elektrophorese von unfraktioniertem Erythrocytenlysat ge-
lang es nicht, die Aminopeptidasen auf dem Gelstreifen anzufirben. Zur Er-
klirung dieser Tatsache kénnte angenommen werden, daf die Enzyme durch
die breite, intensiv rot gefdrbte Bande des Hidmoglobins tiberdeckt werden.
Héamoglobin wandert bei pH 8,7 jedoch bedeutend langsamer als die beiden
Aminopeptidasen. Wir nehmen dsher an, dal die Aminopeptidasen im Lysat
— #hnlich wie die Haptoglobine des Serums — an das in hoher Konzentration
vorliegende Hémoglobin gebunden sind. Diese Vermutung wird durch einen
weiteren Befund erhértet: Bei isoelektrischer Fillung eines GroBteils des
Hamoglobins bei pH 6,8 tritt gleichzeitig ein bedeutender Enzymverlust auf.
Da die Fermente bei diesern pH-Wert stabil sind, ist eine Denaturierung aus-
zuschliefen. Andererseits weisen Unterschiede im elektrophoretischen Ver-
halten des Héamoglobins und der Aminopeptidasen auf Verschiedenheiten im
isoelektrischen Punkt hin, so daB eine gleichzeitig mit der Féllung des Hémo-
globins eintretende isoelektrische Féllung der Aminopeptidasen sehr unwahr-
scheinlich ist. Durch die Annahme einer Bindung der Fermente an das Hamo-
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globin kénnte diese Erscheinung jedoch zwanglos erkldrt werden: Durch iso-
elektrische Fallung des Hémoglobins werden die an den Blutfarbstoff gebun-
denen Aminopeptidasen mitgeféllt. Erst durch die Behandlung mit Alumi-
niumhydroxyd Cy tritt — bedingt durch die starke Bindung der Aminopepti-
dasen an dieses Adsorbens — eine Trennung vom Hémoglobin ein, welches
zum Grofteil in Lésung bleibt. Die vorn Hémoglobin getrennten Aminopepti-
dasen werden bei pH 6,8 nicht mehr geféllt und sind nach einer Elektrophorese
in Stéarkegel als diskrete Banden nachweisbar.

Tabelle 2. Spaltung von Aminosédure-f-naphthylamiden durch
angereicherte Erythrocyten-Aminopeptidase*

Substrat: f-Naphthylamid von Substrat: 8-Naphthylamid von
-Norleuein ............... 160 w-Valin ......... 000 13,5
L-Alanin .. ....... .. .. ... 100 Glyein ...t 7
L-Cystin ..o 69 D,L-Asparaginsgure . ......... 6,5
L-Tyrosin . ..., 52 L-Serin ooovvnninnnnn. 6,5
T-Levein ......... .. oL 33 L-Tryptophan .............. 8,5
L-Prolin................... 33 L-Isoleuein . ...... ... .. ... 2,5
L-Cystein ................. 30 N-Benzoyl-p,t-Arginin . ... . .. 1,5
L-Phenylalanin ............ 21 L-Histidin . ................. 1,5
w-Lysin ...l 15,6 L-Asparagin ................ 0
v-Glotamin ............... 15 D-Leucin........ooovvinnn.n 0

* Angegeben sind die relativen Geschwindigkeiten der Spaltung bezogen auf die fiir 100 bewer-
tete Spaltungsgeschwindigkeit des L-Alanin-5-naphthylamids.

Nesvadba'® berichtete vor kurzem iiber die Synthese der $-Naphthyl-
amide nahezu aller natiirlich vorkommender Aminosduren. Die Spezifitét
der hier untersuchten Aminopeptidase gegentiber diesen Substraten ist aus
Tab. 2 zu ersehen. Besonders hervorgehoben sei, dall das Ferment n-Alanin-
und T-Cystin-B-naphthylamid besonders rasch, L-Leucin-B-naphthylamid
hingegen bedeutend langsamer hydrolysiert. Dies ist insofern bemerkens-
wert, als L-Leucin-B-naphthylamid ein Substrat darstellt, welches von vie-
len Aminopeptidasen — wie zum Beispiel von der Leucinaminopeptidase
aus Schweinenieren oder von der Serumoxytocinase — optimal gespalten
wird 6.

Twppy und Mitarbeiter!® beschrieben kiirzlich eine Methode zur Be-
stimmung der enzymatischen Aktivitdt proteolytischer Fermente mit
Hilfe von Aminosédure-p-nitroaniliden als Substrate. Das im Verlaufe der
Enzymreaktion freigesetzte p-Nitroanilin wird dabei direkt durch Aus-
messung der Absorption bei 400 mp. quantitativ bestimmt. Wir unter-
suchten die Spaltbarkeit einiger Aminosdure-p-nitroanilide durch die

15 H. Nesvadba, Mh. Chem. 93, 386 (1962).
16 H. Tuppy, U. Wiesbauer und E. Wintersberger, Mh. Chem., in Vor-
bereitung.
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Aminopeptidase aus Erythrocyten und fanden, dafl das Ferment die Spal-
tung dieser Substrate nur sehr schwach katalysiert. Die relative Hydro-
lysengeschwindigkeit, bezogen auf 100 fiir 1-Alanin-S3-naphthylamid, be-
trug 1,4 fiir T-Cystin-di-p-nitroanilid, 1,5 fir 1-Alanin-p-nitroanilid und
1,3 fiir -Leuncin-p-nitroanilid. In ibhrer Aktivitdt gegentiber Aminoséure-
p-nitroaniliden unterscheidet sich die untersuchte Aminopeptidase dem-
nach betrédchtlich von der Serumoxytocinase, welche diese Substrate rasch
hydrolysiert 3.

Tabelle 3. Spaltung von Dipeptiden durch angereicherte
Erythrocyten-Aminopeptidase®

r-Leucyl-L-leucin. ... ... + 4+ L-Cystinyl-di-z-alanin ... ... ~ 4
L-Leueyl-glyein . ..... .. + -+ + L-Cystinyl-di-L-tyrosinamid. . -+ 4
p,i-Alanyl-glyein ...... - p-Leucyl-glyein ............ +
Glyeyl-v-loucin ........ ++ Glycyl-p-levein ... ... ... 0

* Das AusmaB der Spaltung wurde papierchromatographisch bestimmt und ist in halbquanti-
tativer Weise wiedergegeben.

Tab. 3 zeigt die Spezifitdt des Enzyms gegeniiber einigen Dipeptiden.
Im Gegensatz zum r-Leucin-B-naphthylamid werden Dipeptide mit N-ter-
minalem Leucinrest besonders rasch hydrolysiert. Dies bestiitigt eine schon
frither diskutierte Eigenschaft von Peptidasen!?, derzufolge diese Fer-
mente Aminosduren aus Peptiden mit anderer relativer Geschwindigkeit
abspalten als aus Amiden oder B-Naphthylamiden. Wéhrend p-Leucin-3-
naphthylamid nicht hydrolysiert wird, konnte bei p-Leucyl-glycin eine
langsame Hydrolyse festgestellt werden, Glycyl-p-leucin hingegen wird
nicht gespalten. Auch in dieser Hinsicht unterscheidet sich das untersuchte
Enzym von der Leucinaminopeptidase aus Schweinenieren, welche Glycyl-
p-leucin langsam hydrolysiert, p-Leucylglycin jedoch nicht anzugreifen
vermag 8.

Zwei Arten von Hemmkorpern wurden untersucht: 1. Metall-
komplexbildner (Komplexon, 1,10-Phenanthrolin und 8-Hydroxychinolin)
und 2. einige dem r-Cystin-di-B-naphthylamid strukturell dhnliche kom-
petitive Substrate.

Von den untersuchten Metallkomplexbildnern hat Komplexon kei-
nen Einflu auf die Enzymaktivitdt, wihrend 1,10-Phenanthrolin und
8-Hydroxychinolin in 5 - 10-3 m Konzentration vollstindig hemmen. Es sei
erwihnt, dafl andere in den Erythrocyten vorkommende und das Substrat
L-Leucin-B-naphthylamid spaltende Aminopeptidasen durch Komplexon
gehemmt werden. Im Verlaufe der Reinigung des beschriebenen Enzyms
verschwindet mit der Abtrennung solcher Fermente die Hemmbarkeit der

¥ H. Zuber, Chimia 14, 405 (1960).
8 B. L. Smith und D. H. Spackman, J. Biol. Chem. 212, 271 (1955).
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Hydrolyse von L-Leucin-@-naphthylamid durch den Komplexbildner. Die
Spaltung von L-Cystin-di-B-naphthylamid ist dagegen schon im unfraktio-
nierten Erythrocytenlysat durch Komplexon nicht beeinflulit. Dies weist
darauf hin, dafl nur die hier beschriebene Aminopeptidase L-Cystin-di-8-
naphthylamid zu hydrolysieren vermag. Da dieses Ferment jedoch durch
1,10-Phenanthrolin oder 8-Hydroxychinolin gehemmt wird, diirfte es ein
Metallenzym sein, dessen Aktivitdt vom Vorhandensein eines Schwer-
metalles abhdngt.

Es ist bekannt, dafl dem L-Cystin-di-B-naphthylamid strukturell dhn-
liche Cystinylpeptide die enzymatische Hydrolyse dieses Substrats, ebenso
wie die des Oxytocins, durch die Serumoxytocinase hemmen?®. Auch die
Wirksamkeit der untersuchten Aminopeptidase aus Erythrocyten gegen-
fiber 1-Cystin-di-pf-naphthylamid ist in Gegenwart solcher Verbindungen
verringert. Da die Peptide selbst durch das Ferment gespalten werden,
wirken sie als kompetitive Substrate. Ist das molare Verhdltnis von kom-
petitivem Substrat zu L-Cystin-di-B-naphthylamid gleich 1, so betrigt die
Hemmung durch L.-Cystin-di-benzylamid 199, durch L-Cystin-di-phenoxy-
gthylamid 509,, durch r-Cystin-di-p-hydroxyanilid 48% und durch
1-Cystinyl-di-L-tyrosinamid 589%,.

Zweck dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die oxytocin-
abbauende Fahigkeit der Erythrocyten — so wie die des Schwangeren-
serums — auf der Wirkung einer Cystinylpeptide spaltenden Amincpep-
tidase beruht. Es zeigte sich, dafl dies nicht der Fall ist. Die untersuchte,
L-Cystin-di-B-naphthylamid spaltende Aminopeptidase der Erythrocyten
spaltet Oxytoecin nicht, vielmehr wurde der GroBteil des oxytocin-inakti-
vierenden Prinzips schon durch die Behandlung mit Aluminiumhydroxyd
Cy von der Aminopeptidase getrennt. Tab. 4 zeigt-den Abbau von Oxy-
tocin durch Fermentldsungen verschiedenen Reinheitsgrades wihrend
60 Min. langer Inkubation bei 37°. Der Mechanismus der Inaktivierung von
Oxytocin durch Erythrocyten und durch Schwangerenserum ist demnach
verschieden.

Dieses Ergebnis zeigt, dafl es r-Oystin-di-B-naphthylamid spaltende
Aminopeptidasen gibt, die nicht imstande sind, Oxytocin zu inaktivieren.
Ein durch Co*+ aktivierbares Enzym &hnlicher Eigenschaften konnte auch
aus Schweinenieren angereichert werden?0. Umgekehrt wére es wohl denk-
bar, daB eine gegeniiber Cystin-di-B-naphthylamid wirkungslose Amino-
peptidase der Erythrocyten oxytocin-spaltende Fihigkeiten besifie und
somit fiir dic Zerstérung des Hormons durch Erythrocytenlysate verant-
wortlich wire. Nun ist jedoch von Werle? gefunden worden, daB das

19 E. Wintersberger, H. Tuppy und E. Stoklaska, Mh. Chem. 91, 577 (1960);
E. Stoklaska und E. Wintersberger, in Vorbereitung.
0 H. Tuppy und E. Wintersberger, unverodffentlichte Ergebnisse.
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oxytocin-spaltende Prinzip der Erythrocyten durch Komplexon nicht ge-
hemmt wird. Da andererseits die in Erythrocyten vorkommenden Amino-
peptidasen — mit Ausnahme des hier beschriebenen Enzyms — durch den

Tabelle 4. Inaktivierung von Oxytocin

% abgebantes

Fraktion Oxytocin *
Lysat mensechlichor Erythrocyten ... ...t 70
Uberstand nach Behandlung des Lysats mit Aluminium-
hydroxyd Cy .o e 65

Durch Elution vom Aluwiniumhydroxyd mit Phosphatpuffer

gewonnene Epzymldstng .. ... ... i 7
Aminopeptidaselésung nach Chromatographie auf DEAR-
Cellulose ... . ... 0

* Die Inkubationamischung enthielt zu Beginn der Fuzymreaktion jeweils 0,5 IE Qxytoein, sowie
von den einzelnen Fraktionen eine 0.5 ml Erythrocyteniysat (oder 2 mE Aminopeptidase) entspre-
chende Menge. Es wurde 60 Min. lang bei 37° inkubiert.

Komplexbildner gechemmt werden, ist diese Moglichkeit mit grofer Sicher-
heit anszuschlieBen. Als andere Mechanismen fiir die Inaktivierung von
Oxytocin kommen cinerseits eire Hydrolyse durch proteolytische Fer-
mente mit chymotrypsin-dhnlicher Spezifitit, andererseits eine Trennung
der Schwetelbriicke des Oxytocinmolekiils in Frage. Nach letztgenanntem
Mechanismus wird Oxytocin unter anaeroben Bedingungen durech Uterus-
extrakte inaktiviert?'; auch dic Spaltung des Insulins durch die aus Leber
isolierte Insulinase geschieht auf dhnliche Weise 2.

Uber die physiologische Bedeutung des oxytocin-spaltenden Prinzips
der Erythrocyten ist nichts bekannt. Da Oxytocin die Zellwand der Ery-
throcyten nicht durchdringen kann, wire cinc Wirkung im Sinne einer
Kontrolle des Oxytocin-Spiegels des Blutes nur dann anzurehmen, wenn
das oxytocin-spaltende Ferment durch Zerstérung der roten Blutzellen
aus diesen in das Plasma eindringen kénnte. Diese Méglichkeit wurde von
Smith® fiir das Auftreten verschiedener Peptidasen im Blutsernm digku-
tiert, Fiir die von uns untersuchten Aminopeptidasen des Serums und der
Erythrocyten trifft dieser Mechanismus sicher nicht zu, da die Enzyme in
vielen ihrer Eigenschaften verschieden sind.

Herrn Prof. Dr. H. Tuppy danken wir fiir sein Interesse und fiir viele
wertvolle Diskussionen. Herrn Dr. H. Nesvadba (Fa. Sanabo, Wien) sind
wir fiir die Uberlassung von Amoniosiure--naphthylamiden, Herr Dr E.

* L. Audrain und H. Clouser, Biochim. Biophys. Acta [Amsterdam]
30, 191 (1958).

22 H. H. Tomizawa, J. Biol. Chem. 237, 428 (1962).

B E. L. Smith, E. G. Cartwright, F. H. Tyler und M. M. Wintrobe, J. Biol.
Chem. 185, 59 (1950). '
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Stoklaska (Institut fir Allgemeine und Experimentelle Pathologie der
Universitdit Wien) fir die Durchfihrung der der Oxytocinbestim-
mungen zu Dank verpflichtet.

Der Rockefeller-Stiftung wird fir die dem Institut fir Biochemie
der Universitit Wien gewdhrte Unferstiitzung, die dieser Arbeit zu-
gute gekommen ist, gedankdt.

Dem Osterreichischen Institut fiir Hamoderivate und der Blutersatz-
stelle des Wiener Allgemeinen Krankenhauses danken wir fiir die Bereit-
stellung von Blutkonserven.



