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In Penicillium chrysogenum wurde bei Vermehrung in syn- 
thetischen N~thrlSsungen die Existenz eines Aminoacylasesystems 
geringer Aktivit~t naehgewiesen, das breite Substratspezifit~t 
gegeniiber den Acyl- wie auch den Aminos~urekomponenten 
yon N-Acylaminos~uren aufweist. 

Bei Ziichtung in Gegenwart yon Phenoxyessigsi~ure bzw. 
N-Phenoxyacetyl-glycin wurde die Aminoacylaseaktivit~t durch 
Enzyminduktion erheblich gesteigert, doch konnte im Gegensatz 
zu den Befunden bei Fusariumarten keine Penicillinamidase- 
wirkung induziert werden. 

Gcringe Induktion einer Spaltwirkung gegeniiber Penicillin V 
wurde jedoch erzielt, wenn im N~hrmedium N-Phenoxy- 
acetylaminos~uren bzw. Penicillin V als einzige Stickstoffquellen 
geboten wurden. 

Die Affiniti~ten des durch Phenoxyessigs~ure induzierten 
Enzyms gegeniiber verschiedenen N-Acylaminos~uren, bei denen 
sowohl die Acyl- als auch die Aminosi~ureanteile variiert waren, 
wurden durch Ermittlung der Miehaeliskonstanten bestimmt. 

Beim enzymatisehen Abba, u von Penicillin ist auger der hydrolytischen 
Aufspaltung des Lactamringes durch das Enzym Penicillinase auch eine 
Abspaltung der als Precursors~ure in der Seitenkette befindlichen Acyl- 
gruppe v o n d e r  den Penieillinkern darstellenden 6-Aminopenicillans~ure 
( A P A )  mSglich. Das wirksame Enzym, welches als Penicillinamidase bzw. 
Penicillinacylase bezeichnet wird, wurde erstmalig yon Sakaguchi und 
Murao 1 (vgl. 2) im Mycel eines sulfathiazolresistenten Stammes von 
Penicillium chrysogenum sowie in Aspergillus oryzae (Takadiastase) ge- 
funden. Sp~tere Untersuchungen verschiedener Autoren ergaben, dal~ das 

1 K. Sakaguchi und S. Murao, J. Agr. Chem. Soc. Japan 23, 411 (1950). 
2 S. Murao, J. Agr. Chem. Soc. Japan 29, 400, 404 (1955). 
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Enzym in zahlreichen Mikroorganismen, Bakterien wie Pilzen, verbreitet 
ist t, 5. Es zeigte sich iiberdies, dat] hinsichtlich der (Grob-) Spezifitgt der 
Spaltenzyme zwei grofle Gruppen unterschieden werden kSnnen: aus Pil- 
zen stammende Enzyme wirken bevorzugt auf das Penicillin V, w~,bz.end 
Bakterienenzyme bevorzugt Penicillin G spalten. Bemerkenswerterweise 
ist die yon Salcaguchi und Murao beobachtete Spultung yon Penicillin 
durch Enzyme aus Penicillimn chrysogennm in der Folgezeit nicht oder 
nur in geringem Ausmal]e gelungen. So konnten l~olinson et al. 5 mit 
Pri~para~ionen aus Penicitlium chrysogenum keine Sp~Itung yon Peni- 
cillin G, hingegen eine solche yon Penicillin K (Heptylpenicillin) n~ch- 
weisen. Anch Eridcson und Bennett 6 gelang nur eine gering~iigige Spaltung 
yon Penicillin G und V, wobei festgestellt wurde, da$ diese Aktivit~t anch 
in St~mmen vorliegt, die kein Penicillin produzierten. Nut  yon Claridge, 

Luttinger und Lein 7 wurde fiber eine merkliche Spaltung yon Penicillin V 
und G durch ein ans einer Penicillinfermentation stammendes Mycel be- 
richter. In diesem Zusammenhang erseheint interessant, dafl die gebildete 
Enzymmenge drastisch gesteiger~ wird, wenn m~n bei der Anzucht des 
0rganismenmateriales die entsprechende Precursors~ure znsetzt. So ergab 
bei Eseherichi~ eoli s die Ziiehtnng in Gegenw~rt von Phenyl~cetat~ eine 
st~rk erhSh~e SpMtaktivit~t gegeniibcr Penicillin G, w/~hrend bei Fusa- 
riumarten die Anwendung yon Phenoxy~cetat 9 denselben Effekt gegen- 
fiber Penicillin V bewh.kte. Das so indnzierte Enzym aus Fusarinm semi- 
rectum wurde yon Waldschmidt-Leitz und Bretzel 1~ (vgl. ~1) isoliert und 
als zinkhMtiges Enzym mi~ einem Molgewicht yon etwa 65000 erkannt. 
Untersuchungen yon Huang, Seto und Shull ~ zur Substmtspezifit~t yon 
PenicillinspMtenzymen des Bakterientyps zeigten, dal~ ein Abweichen yon 

C. A. Claridge, A.  Gourevitch und J. Lein, Namro [London] 187, 237 
(1960) ; W. Ifau]mann und K. Bauer, Naturwiss. 47, 474 (1960) ; H. T. Hua~,g, 
A.  R. English, T. A. Seto, G. M. Shull und B. A. Sobin, J. Amer. Chem. Soc. 
82, 3790 (1960) ; F. R. Batehelor, E. B. Chain, M. Richards und G. 25. Rolinson, 
Proc. Roy. Soc. B 154, 522 (1961); M. Cole und G. 2Y. Rolinson, Proc. Roy. Soc. 
B 154, 490 (1961). 

G. N. Rolinson, F. R. Batchelor, D. Butterworth, J. Cameron-Wood, 
M. Cole, G. C. Eustace, 2~. V. Hart, M. Richards und E. B. Chain, Nature 
[London] 187, 236 (1960). 

6 R. C. Erickson und 1~. E. Bennett, Bact. Proc. 1951, A 60; Appl. Micro- 
biol. 13, 738 (1965). 

7 U. A.  Claridge, J. t~. Luttinger und J. Lein, Proc. Soc. Exp. Biol. and 
l~r 113, 100 (1963). 

s W. Kaufman~ und K. Bauer, Nature 203, 520 (1964). 
9 E. Brandl, A.  Sehmitt und H. Steiner, Osterr. :Pat. 233739 v. 25. 5. 1964 

(14. 2. 1962). 
~o E. Waldsehmidt-Leitz und G. Bretzel, Z. physiol. Chem. 337, 222 (1964). 
11 G. Bretzel, I)iss. TI-I Miinchen (1963). 
12 H. T. Huang, T. A.  Seto und G. M. Shull, Appl. Microbio]. 11, 1 (1963). 

6i* 



954 R. Brunner, M. RShr und M. Zinner: [Mh. Chem., Bd. 97 

der Phenylacetylgruppe der Seitenkette einen ausgepr/~gten Abfall der 
Spaltungsrate bedingte, das Enzym also deutlich acylspezifisch ist. Jiingste 
Studien yon Cole 1~ ergaben, dab das Enzym aus Eseherichia cell eine Reihe 
yon N-Phenylacetyl-aminos/~uren sowie Phenylacetamid spalten kann, 
sodaB der Autor den SchluB zog, das Enzym stelle eine Form der aus 
tierisehen Geweben gut bekannten Aminoacylase dar, die auch in Pilzen 
und Bakterien vorkommt  (vgl. 1~). Die Beobaehtung, dab Aminoaeylasen 
spezifiseh auf ~q-Acyl-n-aminos/~uren eh~gestellt sind, hat dazu geftihrt, dab 
sowohl bei tierischen (vgl. 15) als aueh bei den Enzymen aus Mikroorganis- 
men ~6 die M6glichkeit der pr/~parativen Trennung yon Racematen der 
Aminos~uren bearbeitet  wurde. 

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, an Penicillium chryso- 
genum 

1. die Frage der Existenz bzw. Induzierbarkeit  yon Enzymen mit 
Spaltwirkung gegeniiber Penicilhn und N-Acylaminos~uren zu studieren 
sowie 

2. die Spezifit/it dieser Enzyme gegeniiber ausgew/ihlten Substraten 
zu untersuchen. 

M e t h o d i k  

1. Verwende~e St~mme 

Ffir die Untersuehungen wurden Penieillium chrysogenum Q 176 (Stature 
Q) sowie zwei von diesem abgeleitete Mutanten (Stature P und R) verwendet. 

2. Ziichtung 

Konidiensuspenslonen yon 6proz. Biomatz-agar wurden in 100 ml Erlen- 
meyer-Weithalskolben mit 25ml N~hrlSsung (Vorkultur) sowie 1000ml 
Erlenmeyer-WeithMskolben mit 100ml N/~hrl6sung (Hauptku]tur) unter 
Zugabe von i %  CaCO3 bei 26 bis 27 ~ C am Rotationsschiittler (150Upm) 
3 bis 4 Tage (bei Verwendung yon N/~hrlSsungen mit induzierenden Substanzen 
Ms einziger S~ickstoffquelle bis 10 Tage) vermehrt. 

1~ M .  Cole, Nature [London] 203, 519 (1964). 
14 K .  Leuthardt, in J.  B.  Sumner  und K .  Myrbdek (edit.), The Enzymes, 

i. Aufl., Bd. 4, 951, New York, Academic Press (1951). 
15 S. M .  Birnbaum,  in S. P .  Colowiek und N .  O. K a p l a n  (edit.), Methods 

in Enzymolo27r Bd. 2, 115, Academic Press, New York (1955); J.  P .  Green- 
stein, 1. c. S. 109. 

16 C. Neuberg und K .  Linhardt,  Biochem. Z. 147, 372 (1924); C. Neuberg 
und J.  ~landl,  Enzymologia 14, 128 (1950) ; K .  Michi  und H. Nonaka,  J.  Agr.  
Chem. Soc. Japan 28, 343, 346 (1954) ; K .  Mich i  und H. Nonaka,  Bull. Agr. 
Chem. Soc. Japan 19, 153 (1955) ; K .  Mich i  und H.  Tsuda, J. Biochem. [Tokio] 
45, 745 (1958): K .  Miehi  und H. Tsuda, Bull. Agr. Chem. Soc. Japan 21, 18, 
235 (1957); J.  Chibata und S.  Yamada,  Bull. Agr. Chem. See. Japan 2@, 174 
(1956); J .  Chibata, A .  Watanabe und S. Yamada,  Bull. Agr. Chem. Soc. Japan 
21,291,296, 300 (1957); T. Hata, E.  Doi und T. Asai ,  Jap. Pat. 10692 (1960). 
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3. N ~ h r l 6 s u n g e n  

Die  n a e h s t e h e n d  angegebcne  G r u n d l 6 s u n g  wurde  d u t c h  die wei ter  u n t e t t  
a n g e f i i h r t e n  K o m p o n e n t e n  zu  den  k o m p l e t t e n  N/~hrl6sungen I ,  I I ,  I I t ,  V u n d  
V I  (bei I V  abge / inde r t e  G r und l 6 s ung )  e rg~nz t  u n d  diese m i t  0,1 n - N a O H  auf  
p H  6,5 e ingeste l l t .  

G rund l6 s tmg  : (g/l) 

KI-I2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Na2SO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 
MgS04  �9 7 t t 2 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,02 
Zr tS04 �9 7 I-I20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,02 
!~1S04  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,02 
Co(NO3)~ ............................. 0,02 
CuS04  �9 5 I{20  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,005 
p t{  6,5 (eingestell~ mi~ 0 , 1 n - N a O H )  

N ~ h r l 6 s u n g e n  : 

N i ih r l6sung  I 

N i ih r l6sung  I I  

Ni~hrl6sung III 

(g/l) 

Pepbon  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  l 0 
N H 4 N 0 3  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 
Lac tose  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 
~Tt:]-4N03 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 
Lac tose  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 
Milchsgure  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 
A m m o n a e e t a t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 
(NH4)2SO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 

N g h r l 6 s u n g  I V  

N/~hrl6sung V 

Ni~hrl6sung V I  

m i t  abge~tnderter  G r u n d l 6 s u n g :  

KI-I2PO4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 
K ~ t I PO 4  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1,5 
MgSO4 �9 7 t t 2 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 
ZnSO4 �9 7 t I 2 0  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,02 
Biomalz  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 
Glycer in  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 
(NH4)2804 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40 
H e f e e x t r a k t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 
NHaNO3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~0 
als N-Quel le  wahlweise  (vgl. Tab .  1) 
N - P h e n o x y a c e t y l - g l y c i n  
N- a - P h e n o x y p r o p i o n y l - g l y c i n  
N - P h e n o x y a c e t  yl-L -glut  aminsf iurc  
N-Aee ty l -g lyc in  
Penic i l l in  V 
P h e n o x y ~ t h y l p e n i c i l l i n  
in  e iner  K o n z e n ~ r a t i o n  yon  50 mMol/1. 
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4. Enzympr~parationen 

a) Troekenmyeel: AbgepreBtes und mit Eiswasser gewasehenes Myeel 
wurde 3real mit  der 15faehen Menge Aeeton ( - -  15 ~ C) ]e 10 rain. unter  weit- 
gehendem ZerMeinern entw/~ssert, restliehes Aeeton im Luftstrom bzw. im 
Vak. entfernt und das Pr/~parat bei 4 ~ C versehlossen aufbewahrt. 

b) Troekenmyeelextrakt:  2 g Troekenmyeel (Stamm Q, seehst~gige Ver- 
mehrung auf N/ihrl6sung IV mit 14,5 mMol/1 Phenoxyaeetat) wurden in 30 ml 
Wasser yon 0 ~ C 5 rain. gertihrt, der Riiekstand naeh 10 rain. langem Zentri- 
fugieren bei 5000 Upm (0 ~ C) mit  2 g Celit (Hyflo Supereel) and  5 ml 0,02 m- 
NaC1 von 00 C 15 rain. in einer PorzellanreibschMe zerrieben, mit  55 ml 
0,02 m-NaC1 1 Stde. bei 0~ unter Riihren extrahiert und  bei 5000 Upm 
(0 ~ C) zentrifugiert, Die erhaltene l~ohenzymlSsung wurde mit Aeeton ( - -  20 ~ C) 
auf eine Aeetonkonzentration yon 20 Vol.~ eingestellt, 30 rain. bei - -  4 ~ C 
gerfihrt und bei 27 500 • g 10 rain. bei - -  4 ~ C zentrifugiert. Der enzymhaltige 
fJ-berstand wurde erneut mit  Aeeton yon - -  20 ~ C auf eine Konzentrat ion yon 
60 Vol.% einges~eltt, 30 rain. bei - -  20 ~ C geriihrt und  10 rain. bei 27 500 • g 
(---10 ~ C) zentrifugiert. Der Riiekstand wurde nun  in 10 ml 0,2 m-Tris- 
HC1-Puffer pm 7,5 gel5st (Proteingehalt 1,7 mg/ml). 

5. Analysenmethoden 

Die qualitative Analyse von Aminosguren erfolgte papierehromatogra- 
phiseh (aufsteigend, Papier S & S 2043b, Detektion mit  Ninhydrinreagens) in 
den naehstehenden FlieBmitteln 

hR]-Werte der Aminos~uron 

Fliel~mittel Gly Glu Phe Leu ~-Aminocaprons. 

Methanol ~ Propanol-(2) ~- 44 53 76 83 68 
Ameisens~ure + Wasser 

20 -t- 60 -~ 8 q- 20 
Collidin @ Methanol -]- Aeeton ~- 32 12 - -  - -  - -  

-~ Wasser 
8 + 40 + 40 + 20 

Die quanti tat ive Bestimmung der Aminosiiuren wurde naeh Moore  und 
Ste in  1~ unter Verwendung eines Kolorimeters n. Dr. B. Lange bzw. des Spek- 
tralphotometers PMQ I I  yon Zeig durehgeffihrt. 

Protein wurde naeh Weiehse lbaum is bestimmt. 
Die papierehromatographisehe Analyse yon Penicillin und dessen Abbau- 

produkten er/olg~e naeh R 6 h r l L  

6. Substrate 

N-Acetyl-glycin wurde nach EdsaU 20 hergestellt. Die Darstellung der iib- 
rigen N-Acylaminos/~uren sowie tier Acylthioglycolsaurepr/iparate erfolgte 

17 S .  Moore  and  W .  H .  Stain,  J. Biol. Chem. 211,907 (1954). 
is T .  E .  Weichse lbaum,  J. Amer. clin. Pathol. 7, 43 (1946). 
19 M .  RShr ,  Mikrochim. Acta [Wien] 1965, 705. 
2o Z .  Edsall ,  J. Amer. Chem. Soc. 59, 2245 (1937). 
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naeh dem Vorfahren von O//e2:; Hippursgure war ein Handelspr/~paraC. 
6-Aminopenieillans~ure sowie Penieilline sbammten yon der Firma ,,Bio- 
chemic" Ges. m.b.t t ,  in Kundl,  Tirol. 

V e r s u c h e  u n d  E r g e b n i s s e  

A. Versuche zur induzierten Synthese von Peuicillinamidase 

Da eine I n d u k t i o n  der Synthese yon  Penici l l inamidase bei Peniei l l ium 
chrysogenum offenbar nu r  un te r  speziellen Bedingungen  zu erwarten war, 

wurden  verschiedene Versuche un t e rnommen ,  u m  eine Induk t ionswi rkung  
zu erreichen. 

Die angewandten  N/~hrlSsungen und  I n d u k t o r e n  sind in Tab.  1 ange- 
ffihrt. 

Tabelle 1. Z u s a m m e n s g e l l u n g  de r  V e r s u e h e  z u r  I n d u k t i o n  
v o n  P e n i e i l l i n a m i d a s e  in  P e n i e i l l i u m  e h r y s o g e n u m  

Stamin Versuche Nr. Niihrl6sung* Induktor** 

Q 38,198, 203 I I I  Phenoxyaceta,t 
Q 167 V Phenoxyacetat  
Q 37 I I I  N-Phenoxyacetylglycin 
Q 4 I Phenoxyacetylthioglyeola~ 
Q 10 I I  Phenoxyaeetylthioglycolat 
Q 12 IV Phenoxyacetylthioglyeolat 
Q 164 VI (Penicillin V) 

P 34 I I I  
P 165 V 
P 33 I I I  
P 2 I 
P 9 I I  
P 11 IV 
P 116, t18 VII  
P 133, 136, 162 VI 
P 147, 161, 163 VI 

Phenoxyaeetat 
Phenoxyacetat  
N-Phenoxyacetylglycin 
Phenoxyacetylthioglyeola~ 
Phenoxyaee~ylthioglyeolat 
Phenoxyaeetylt~hioglycolat 
(N-Phenoxyaeetylglyein) 
(N-Phenoxyaeetylglyein) 
(Penicillin V) 

R 156 I I  Phenoxyaeetat 
R 169 V Phenoxyacetat 
I~ 87, 89, 97, 108, 109 VII  (N-Phenoxyaeetylglycin) 
1~ 134, 137, 160 VI (N-Phenoxyacetylglyein) 
R 184 VI (N-Phenoxyaeetylglut amins/~ure) 
R 96 VII  (N-Acetylglycin) 
1% 148, 149, 157, 158, 159 VI (Penicillin V) 

* Beztigl. Zfiehtungen vgl. unter Methodik 
** In :Kla.mmern angefiihrte Substanzen wurden a]s einzige Stiekstoffquelle eingesetzt. 

~1 H. O]Je, K. Bauer und W. Kau]mann, DP-Auslegesehrift 1 151803 v. 
4. 12. 1959. 
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Zur Untersuchung der Enzymwirkung wurden jeweils 200 mg Trocken- 
myeel mit 0,25 mMol Kalium-Penicitlin V in 10ml Phosphatpuffer 
pH 7,5 suspendiert, bei 37 ~ C inkubiert und nach 0, 1, 2, 4, 6 und 24 Stdn. 
Proben yon je 20 tzl papierchromatographisch analysiert. 

1. Kultivierung der Organismen unter Induktorzusatz 

Da bei Organismen mit der F/ihigkeit zur induzierten Synthese yon 
Penicillinamidase eine Induktion optimal dureh Znsatz der entsprechenden 
Precursors~ure gelingt, also des Produktes der Spaltung, wurden Zfich- 
tungsversuche unter Zusatz yon 14,5 mMol/1 Phenoxyaeetat (entspr. 
0,2% Phenoxyessigs/s durehgefiihrt. Es konnte in keinem Fall eine 
Spaltung yon Penicillin V beobachtet werden (Versuche Nr. 34, 38, 156, 
165, 167, 169, 198, 203). Ebenso erfolglos waren Versuche, bei denen opti- 
mal entwicke]tes Mycel (N/~hrlSsung IV) mit 0,2% Phenoxyessigs/~ure bei 
pH 2,8 bis zu 24 Stdn. am Schiittler inkubiert und dann erst in die Spalt- 
versuche eingesetzt wurde. 

2. Kultivierung mit Zusatz aktivierter PrecursorsSuren 

Da Phenoxyessigs/iure auch das Substrat der Penicillinsynthese dar- 
stellt, diese jedoch zur N-Acylierung yon 6-Aminopenicillans/iure in akti- 
vierter Form vorliegen miiftte (vgl. Brunnere2), wurde auch die MSglichkeit 
untersueht, energiereichere Derivate der Phenoxyessigss als Induktoren 
einzusetzen. Ziichtungen in Gegenwart von 14,5 mMol/1 Phenoxyaeetyl- 
glycin bzw. Phenoxyacetyl-thioglyeols/iure (vgl. ~a) waren jedoch erfolglos 
(Versuche Iqr. 33, 37; 2, 4, 9, 10, 11, 12). 

3. Kultivierung unter Einsatz induzierender Substanzen aIs Stickstoff- 
nahrung 

In der ~berlegung, da~ bei Vornahme von Ziichtungen mit stickstoff- 
haltigen Substraten wie Penicillin V bzw. N-Acylaminos/iuren, speziell 
~q-Phenoxyacetylaminos/~uren, als einziger Stiekstoffquelle im Falle einer 
Vermehrung der Organismen eine Induktion durch Adaptation eintreten 
k5nnte, wurden entsprechende Ziichtungsversuche angestellt, tIierbei 
konnte in den Versuehen Nr. 87, 116 und 133 (Versuche mit Frischmycel) 
sowie 118 und 137 dnrch Verwendung yon N-Phenoxyacetyl-glycin (50 mMol/ 
1), im Versueh Nr. 184 durch Verwendung yon N-Phenoxyacetyl-L-glut- 
amins/~ure (50 mMol/l) and in den Versuchen Nr. 147, 148 und 161 durch 
Einsatz yon Penicillin V (50 mMol/1) als Stickstoffquelle eine Spalt- 

32 R. Br~tnner, Med. Welt 1963, Iqr. 29m31. 
28 K. Bauer, W. Kau]mann und H. O]fe, Planta Medica [Stuttgart] 8, 447 

(i960). 
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aktivitgt gegen Penicillin V erzielt warden, die allerdings nicht, immer 
reproduzierbar war und nur in den Versuchen Nr. 116, 118 und 184 st/~r- 
keres Ausmal~ erreichte. 

Jkhnliehe Versuehe wurden auch zur Induktion der enzymatischen 
Spaltung yon Phenoxy/~thylpenieillin dureh Einsatz der entsprechenden 
~-phenoxypropionyl-substituierten Verbindungen durehgefiihrt; es konnte 
kein fiir die Hydrolyse dieses halbsynthetischen Penicillins spezifisehes 
Enzym induziert werden. 

B. Versuche zur induzierten Synthese yon Aminoacylasen 

Besonders die Versuche yon Cole 13 an Bakterien batten ergeben, dab 
das Enzympr/~parat neben der Spaltung yon Penicillin G auch znr ttydro- 
lyse verschiedener N-Phenytacety]-aminos/~uren bef/ihigt, somit offenbar 
als eine acylspezifische Aminoacylase anzusprechen war; der Autor wies 
iiberdies nach, dal~ ein Handelspr/~parat yon Aeylase I tierischen Ursprungs 
Penicillin V zu spalten vermochte. Auch eigene Versuche mit Fusarium 
semitectum 2a haben das Vorhandensein yon Aminoacylaseaktivitgt neben 
der ausgepr/~gten F//higkeit zur Spaltung yon Penicillin V ergeben. In den 
nachstehenden Untersuchungen wurde nun die Frage der Existenz yon 
Aminoacylaseaktivitiit in Penicillium ehrysogenum und deren Induzier- 
barkeit dureh die ffir Penieillinamidase geeigneten Induktorsubstanzen 
studiert. Im weiteren wurde durch den Einsatz ausgew/ihlter Substrate die 
Substratspezifit/it der Enzyme untersucht, um Einblick in die Frage der 
Identit~t yon Penicillinamidase und Aminoacylase zu gewinnen. 

1. Aminoacylase in  Penici l l ium chrysogenum 

Trockenmycele, die aus induktorfreien Kulturen (N/~hrlSsung V) ge- 
wonnen worden waren und natiirlieh kein erfal3bares Penicillinspaltungsver- 
m6gen aufwiesen, wurden in analogen Versuchsans/itzen (200 mg Trocken- 
myeel, 0,25 mMol N-Acylaminos/iure pH 7,5 in 10 ml Phosphatpuffer 
pH 7,5) auf ihre F/~higkeit zur Hydrolyse yon N-Aeylaminos//uren unter- 
sucht (vgl. Tab. 2). Die Analyse erfolgte wieder papierehromatographisch 
an Proben yon 10 ~1 naeh 0, I, 2, 4, 6 und 24 Stdn. Versuehsdauer dureh 
Nachweis der enzymatiseh deacylierten Aminos/~uren. Da aus dem 
Aminosgure-,,pool" des My-eels sowie der Mycelautolyse mit der gleich- 
zeitigen Ausseheidung yon Aminosguren zu reehnen war, wurden Chro- 
matogramme yon parallel gezogenen Proben aus snbstratfreien Kontroll- 
ansgtzen angefertigt und mit denen der Spaltungsversuche verglichen. Es 
wurde bei den folgenden Substraten eine - -  an der hSheren Empfindlich- 
keig des Aminos/~urenaehweises gemessen - -  relativ geringe Spaltung 

24 R. Brunner, M. RShr und F. Bauman~, Allgem. und Pc~kt. Chem. 17, 66 
(1966). 
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beobachtet: N-Phenoxyaeetyl-glycin, N-PhenoxyacetylrL-leuein, N-Phen- 
oxyacetyl-L-phenylalanin, N-Phenoxyaeetyl-L-glutamins/iure, N-Benzoyl- 
glyein, N-~-Phenoxypropionyl-glyein, N-Aeetyl-glycin; lediglieh N-Phen- 
oxyacetyl-~-aminocaprons/iure wurde nicht angegriffen. 

Tabelle2. Z u s a m m e n s ~ e l l u n g  der Ver suche  fiber Aminoacy lase -  
w i rkung  in P e n i c i l l i u m  c h r y s o g e n u m  

Subst ra t  Versuch SCamm Nr. 

N-Phenoxyacetyl-glycin 100, 181 Q 
98, 179 P 
102, 183 1% 

N-Phenoxyacetyl-L-leucin 140 P 
126 R 

N-Phe~oxyacetyl-L-phenylalanin 139 P 
125 1% 

N-Phenoxyaeetyl- L-glubamins~iure 142 P 
128 R 

N-Benzoyl-g]ycin 101, 175 Q 
99, 173 P 
103, 177 R 

N- ~-Phenoxypropionyl-glycin 120 P 
111 R 

N-Acetyl-glycin 119 P 
112, 189 1% 

N-Phenoxyacetyl-z-aminocapronsi~ure 141 P 
127 1% 

2. lnduzierbarI~eit der Aminoacylase 

Die bei den Penicfllinspaltungsversuchen eingesetzten, durch die ver- 
schiedenen Induktionsmal~nahmen vorbehandelten Mycelpr~parate wurden 
nun in gleicher Weise auf ihre Spalt~ktivit~t gegeniiber denselben N-Acyl- 
aminos~uren untersucht. Die Einzelversuche sind in Tub. 3 angefiihrt. In 
allen F~llen wurden positive Ergebnisse festgestellt. Verglichen mit den 
Versuehen bei induktorfreien Kulturen zeigte sich jedoch eine bedeutende 
ErhShung der Spaltungsaktivits 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dub durch den Zusatz yon indu- 
zierenden Substanzen zum Kulturmedium, die eine Induktion yon 
Penicillinamidase kaum oder nicht bewirken, eine Aminoacytase- 
bildung induziert werden k~nn, wodureh die in den Organismen normal vor- 
handene Enzymaktivit~t um ein vielfaches iibertroffen wird. Wie der 
Vergleich der eingesetzten Substrate zeigt, weist dieses Enzymsystem 
eine relativ breite Substratspezifit~t auf, die sich sowohl auf die ~cy- 
lierenden als auch auf die acylierten Komponenten yon N-Acylamino- 
s~uren erstreckt. 
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Tabe l le  3. Z u s a m m e n s t e l l u n g  der Ver suehe  zur  I n d u k g i o n  
yon  A m i n o a e y l a s e  in Pen i e i l l i um e h r y s o g e n u m  

Subs~ra$ Versuch Stature Induktor* 
Nr. 

N-Phenoxyacetyl-glyein Phenoxyacetat 

N-Phenoxyacetyl-L-leuein 

N-Phenoxyacegyl-L-phenytalanin 

N-Phenoxyacetyl-L-glutamins~ure 

N-Benzoyl-glyein 

N- ~-Ph enoxypropionyl-glyein 

N-Ace~yl-glycin 

N-Phenoxyacetyl- z-amino- 
eaprons/%m-e 

45, lS0 Q 
41,178 P 
182 1~ 
16, 20 Q 
15, 19 ]9 
44 Q 
40 t ) 
123 P 
106 R 
144 P 
130 t~ 
145 P 
129 l~ 
146 P 
132 
174 Q 
48, 172 P 
176 R 
28, 32 Q 
27, 31 P 
51 Q 
47 P 
122 P 
107 
124 P 
114 1~ 
188 
121 P 
115 R 
113 R 
147 P 
131 l~ 

Phenoxyacetat 
Phenoxyacetat 
Phenoxyace~yl~hioglycolag 
Phenoxyaeetylthioglycolat 
N-Phenoxyacetylglyein 
N-Phenoxyaeetylglyein 
N-Phenoxyaeetylglyein) 
N-Phenoxyacetylglycin) 
N-Phenoxyacegylglycin ) 
N-Phenoxyace~ylglycin) 
N- Phenoxyaeegylglycin) 
N-Phenoxyaeetylglycin) 
N-Phenoxyaeegylglycin) 
N-Phonoxyaeegylglyein) 

Phenoxyaceta~ 
Phenoxyace~a~ 
Phenoxyaeebat 
Phenoxyacetylt.hioglyeolag 
Phenoxyacotylthioglyeolat 
N-Phenoxyacetylglyein 
N-Phenoxyaeelbylglyein 
(N- Phenoxyacetylglycin) 
(N-Phenoxyacegylglycin) 
(N- Phenoxyaeegylglycin) 
(N-Phenoxyacetylglycin) 
Phenoxyacotat 
(N-Phenoxyaee~ylglyein) 
(N -Phenoxyaee~ylglycin ) 
(N-Acetylglycin) 
(N-Phenoxyacetylglycin) 
(N-Phenoxyace~ylglycin) 

* In Klammern angeffihrte Subs~anzen wurden als einzige Stickstoffquelle eingesetzt, 

Versuche zur halbquantitativen Auswertung der Analysenergebnisse 
dutch Elution der Aminos/turefleeken aus den Chromatogrammen in Form 
der Kupferkomplexe 25 und kolorimetrischer Analyse der Eluate naeh 
Fischer  und DSrfe126 ergaben, dab infolge der hohen Aminosgurenkonzen- 
grationen in den Kontrollchromatogrammen nut sehr ungenaue Daten zu 
gewinnen waren. Fiir die im folgenden beschriebenen Versuche wurde 
daher ein vorgereinigter Troekenmyeelextrakt (vgl. Methodik) eingesetzt, 

2~ T.  Wieland und E.  Kawerau,  Nature [London] 168, 77 (1951). 
~ F .  G. Fischer und H. D6r]el, Z. physiol. Chem. 324, 544 (1953). 
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bei dem eine st6rungsfreiere Analyse der Proben durch direkte Kolorimetrie 
naeh Moore und Stein 17 mSglieh war. 

3. Ermit t lung von MiehaeIiskonstanten und maximalen Rea]ctions- 

gesehwindiglceiten 

Die Ermittlung der Michaeliskonstanten KM und der maximalen 
Reaktionsgeschwindigkeiten Vmax fiir die einzelnen Substrate (vgl. Tab. 4) 

Tabelle4. Michae l i skons~an ten ,  m a x i m a l e  G e s c h w i n d i g k e i t e n  
und  spez i f i sehe  A k t i v i t / ~ e n  

Substra~ 

Initial- Substrat- NI~I Vma x Spezifische 
gesehwin- konzen- Aktivit~t 
digkeit tration S 

vi ~Mol/ml/min/mg 
~ol/mI/min ml~Iol/l Mol/[ l~Mol/ml/min Protein 

N -Phenoxyaeetyl-glyei~t 

N-Phenoxyacetyl-L-leucin 

N-Benzoyl-glycin 

N-Phenoxyacetyl-L-phenyl- 
alanin 

N- a-Phenoxypropionyl- 
glycin 

N-Phenoxyacetyl-L-glut - 
amins~ur~ 

N-Acel~ylglycin 

0,020 0,48 
0,028 0,96 1,1.10 -3 0,063 1,27 
0,040 1,92 
0,011 0,38 
0,016 0,76 1,1. 10 -a 0,042 0,85 
0,024 1,52 
0,014 0,56 
0,022 1,12 1,4. 10 -a 0,050 1,01 
0,035 2,24 
0,011 0,33 
0,018 0,67 1,4. 10 -a 0,056 1,13 
0,030 1,33 
0,006 0,43 
0,010 0,86 2,0. 10 -3 0,034 0,69 
0,016 1,72 
0,005 0,36 
0,010 0,71 1,4. 10 -2 0,200 4,04 
0,018 1,42 
0,013 0,86 
0,025 1,71 2,0. 10 -2 0,333 6,75 
0,048 3,42 

erfolgte graphisch nach dem Verfahren yon Lineweaver und Burk  ~7. Zur 
Bestimmung der jewefligen Initialgesehwindigkeiten vi wurden Versuchs- 
ans/~tze mit den aus Tab. 4 ersichtlichen Konzentrationen an N-Aeyl- 
aminoss (pH 7,5) in 9,7 ml 0,15 m-Phosphatpuffer p i t  7,5 mit der in 
Vorversuchen als giinstig gefundenen Menge yon 0,3 ml Trockenmycel- 
extrakt (Proteingehalt 1,7 mg/ml) versetzt und nach 0, 2, 3, 4, 5, 10, 15 
und 20 Min. Proben kolorimetrisch analysiert; die eingesetzfe Enzym- 
menge war dabei so gew/ihlt, dab im Bereich yon 0 bis 5 Min. bei einer 
Hydrolyse yon 0 bis 10% ein linearer Kurvenverlauf im Konzentra t ion--  

27 H. Lineweaver und D. Burk, J. Amer. Chem. Soc. 56, 658 (1934). 
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Zeit-Diagramm gegeben war. Die Ergebnisse dieser Untersuehungen sind 
in Tab. 4 dargestellt. 

Diskuss ion  

Wie die Untersuehungen zeigten, liegt in Penieillium ehrysogenum naeh 
Ziiehtung in einfaehen synthetisehen Nghrl6sungen ein Aminoaeylase- 
system geringer Aktivitgt vet; die aus der Literatur bekannte, bei ver- 
sehiedenen Pilzen beobaehtete relativ breite Substratspezifitgt, die sieh 
sowohl anf die N-Acylgruppen als aueh auf die N-acylierten Aminosguren 
erstreekt, konnte aueh bier festgestellt werden. Dutch Ziiehtung in Gegen- 
wart von Phenoxyessigsgure bzw. den hier besehriebenen Derivaten der- 
selben wurde die Aminoaeylaseaktivitgt betrgehtlieh gesteigert, ohne 
dal3 dabei eine Erweiterung des Spektrums der Substratspezifit~t 
zu beobachten war. Es liegt also offenbar eine induzierte Enzym- 
synthese vor, wobei die quantitativen Verhgltnisse gegeniiber nieht 
induzierten Prgparaten den Befunden yon D u b n a u  und Pol lock  ~8 an 
gewissen Penieillinase bildenden Bakterienmutanten ghneln, die diese 
Autoren als,,semiinduzierbar,, bezeiehneten. Im Gegensatz zu den Beobaeh- 
tungen bei Fusarium semiteetum, bei dem dureh Ztiehtung mit Phenoxy- 
essigsgure die Induktion einer Penieillinamidase sehr hoher Aktivitgt er- 
folgte ~ und ebenso eine Steigerung einer vorhandenen Aminoaeylasewir- 
kung erreiehbar war 24, wurde bei Penieillium chrysogenum dureh diese 
Mal3nahme keine Penieillinamidase induziert. Nur dutch die Verwendung 
yon N-Phenoxyacetyl-aminosguren bzw. Penicillin V als einziger Stiek- 
stoffquelle bei der Anzueht des Myeels war eine geringe Spaltfghigkeit 
gegentiber Penicillin V erzielbar. Die Tatsaehe, dag nur eine Art ,,training,,, 
wie es aueh die yon S a k a g u c h i  und M u r a o  ~ besehriebene Sulfathiazol- 
resistenz darstellen diirfte, zu einer geringen Penicillinamidaseinduktion 
ffihrt, deutet darauf bin, dal] die an der Spaltung yon Penieillinen bzw. 
N-Aeylaminosguren beteiligten Enzyme wegen ihrer Amidohydrolase- 
wirkung zwar als ghnlieh, jedoch nieht als identiseh anzusehen sind. Da 
eine exakte Abtrennung soleher Enzyme auf prgparativem Wege noch 
nieht ge]ungen ist, stellt die vergleiehende Untersuehung der Substrat- 
spezifitgten im Verein mit entspreehenden Induktionsversuehen neben 
dem Vergleieh yon Enzymprgparationen versehiedener Herkunft derzeit 
die einzige brauehbare M6gtiehkeit dar, in das Problem der Differenzie- 
rung yon Enzymen mit Amino~eylasewirkung Einbliek zu gewinnen. 

2s D..,4. D u b n a u  und M .  R.  Pollock, g. gen. Mierobiol. 41, 7 (1965). 


