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Hippurathydrolase, ein neunes Enzym auns Mikroorganismen,
1. Mitt.:

Induzierte Biosynthese in Fusarium semitectum, Darstellung
einer gereinigten Enzympriparation und Untersuchungen
zur Substratspezifitit

Von

M. Réhr
Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie und Mikrobiologie
der Technischen Hochschule Wien (Vorstand: Prof, Dr. R. Brunner)

Mit 4 Abbildungen
( Eingegangen am 21. Juni 1968)

1. In Pusarium semitectum wird durch Kultivierung in Nahr-
medien mit Zusatz von Hippurat die Biosynthese eines Enzyms
induziert, das bevorzugt die hydrolytische Spaltung von Hippur-
séure in Benzoesdure und Glycin bewirkt.

2. Bs wurden die optimalen Kultivierungsbedingungen zur
Gewinnung enzymreichen Mycelmaterials studiert.

3. Durch Hitzedenaturierung inaktiver Begleitstoffe bei
50° C, fraktionierte Féllung mit Ammoniumsulfat und selektive
Adsorption an Calciumphosphatgel wird eine 130fach ange-
reicherte Enzympriparation erhalten.

4. Auf Grund vergleichender Studien iiber die Substratspezifi-
tdt gegeniiber N-Benzoylaminosiuren, N-Acetylaminosiuren und
verschiedenen Peptiden wird gezeigt, daB es sich hier um ein
neues Enzym handelt, das im Gegensatz zu der urspringlich als
»Hippuricase® bezeichneten Aminoacylase (E.C. Nr. 3.5.1.14)
aus tierischen Geweben spezifisch auf die Hydrolyse von Hippur-
sdure und dhnlich aufgebauten N-Benzoylaminosiuren eingestellt
ist.

5. Fiir das Enzym wird der Trivialname Hippurathydrolase
und die systematische Bezeichnung N-Benzoylaminos#ure-amido-
hydrolase vorgeschlagen.

When Fusariwm semitectum is grown in media containing
hippurate, the synthesis of an enzyme is induced, which effects
hydrolytic splitting of hippuric acid to benzoic acid and glyocine.
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A 130-fold purified enzyme preparation is obtained from mycelial
extracts by heat treatment, ammonium sulfate fractionation,
and adsorption on calcium phosphate gel. Comparative studies
of the substrate specificity indicate the presence of a new enzyme.
Contrary to aminoacylase (E.C. 3.5.1.14) and related enzymes,
the preferred subsirates of the new enzyme are hippuric acid
and simijlar N-benzoylated amino acids. The trivial name hip-
purate hydrolase and the systematic name N-benzoylaminoacid
amidohydrolase is proposed for this enzyme.

Unter den Enzymen, welche —CO-—NH-Bindungen hydrolytisch
spalten, sind neben den zahlreichen am Abbau von Proteinen und Peptiden
beteiligten Peptidhydrolasen (Proteinasen und Peptidasen) eine Anzahl
weiterer Enzyme bekannt, die in den verschiedensten. Bereichen des
Stoffwechsels eine Rolle spielen. Unter diesen gibt es eine Gruppe von
Enzymen, deren gemeinsames Merkmal die Féhigkeit zur Deacylierung
N-acylierter natiirlicher Aminoséuren ist und die als ,,Aminoséure-
acylasen, hdufig auch kiirzer als ,,Aminoacylasen’ (Smorodinzew?) oder
»Acylasen (Abderhalden und Schwab?) bezeichnet werden.

Die erste Erwihnung einer Enzymwirkung dieser Art findet sich bei
van Tieghem (1864)%, der darauf hinwies, daB das von ihm beschriebene
Bactertum ureae, welches von Pasteur? im Zuge seiner berihmten Arbeiten zur
Widerlegung der Urzeugungstheorie entdeckt worden war, zur Spaltung von
Hippursiure in Benzoesdure und Glyecin befdhigt sei. 1881 fand Schmiede-
berg®, daB in verschiedenen tierischen Organen, besonders in Niere und Leber,
ein Enzym mit der Fihigkeit zur Spaltung von Hippursdure wirksam ist, und
nannte dieses Enzym ,,Histozym*; spiter schlug Clementi® dafiir den Namen
,»Hippuricase* vor. Schmiedebergs Entdeckung wurde in der Folgezeit von
zahlreichen Forschern bestéitigt und erweitert (vgl. die zusammenfassenden
Darstellungen bei Oppenheimer?, Kraut und Kofranyi®, Leuthordi® sowie
Honson'®). Es wurde auch gefunden, daB &hnliche Spaltungsvorgéinge so-
wohl bei Bakterien als auch bei Pilzen vorkommen.

I. A. Smorodinzew, Z. physiol. Chem. 124, 123 (1923).
E. Abderhalden und E. Schwab, Fermentforsch. 10, 478 (1929).
P. E. L. van Tieghem, C. r. hebdomad. Sé. Acad. Sci. 58, 210 (1864).
L. Pasteur, Ann. Chim. Phys. 64, 6 (1862).
0. Schmiedeberg, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 14, 379 (1881).
A. Clementi, Atti accad. naz. Lincei 32 II, 172 (1923).
C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. II, 780, Thieme:
Leipzig 1926.

8 H. Kraut und E. Kofrdnyt, in: G. M. Schwab, Hb. Katalyse, Bd. 3, 272,
Springer: Wien 1941.

o F. Leuthardt, in: J. B. Sumner und K. Myrbdck, The Enzymes, 1. Aufl,,
Bd. 4, 951, Academic Press: New York 1951.

1 H. T. Hanson, in: Hoppe-Seyler|/Thierfelders Hb. physiol.- und pathol.-
chem. Analyse, 10. Aufl. (K. Lang und E. Lehnartz edit.), Bd. VI/C, 124;
Berlin-Gottingen-Heidelberg, 1966.

oW o R

a > o



H. 6/1968] Ein neues Enzym aus Mikroorganismen 2257

Den Angaben van Tieghems folgend fanden Burri, Herfeldt und Stutzer!
eine Spaltung von Calciumhippurat bei Einwirkung von Bakterien aus Mist-
jauche. Von Yoshimura!? wurde angegeben, da8 Hippursidure im Ackerboden
schneller in den oberen als in den unteren Schichten abgebaut wird. v. Raci-
borski'® wies nach, dafi Hippurat von Penicillium als Kohlenstoff- und Stick-
stoffquelle genutzt werden kann, und Went14 konnte zeigen, dall Monilia
sitophila Hippurat als Stickstoffquelle verwertet. Schellmann'® infizierte reine
Hippursdure—Mineralsalzldsungen sowie menschlichen Harn mit Jauche und
isolierte aus den in ammoniakal. Gérung geratenen Ansitzen 25 Bakterien,
die Hippurat unter Ammoniakbildung abbauten. Shibata® sowie Nikitinski?
gaben an, daB Aspergillus niger ,Histozym‘* enthélt. Bierema's wies eine
Assimilation von Hippurat durch Pilze (Cordyceps, Septosporium) und ein
Bakterium {Bacterium erythrogenes) aus Erde nach. Doxz® fand Spaltung von
Hippursidure bei Penicilliumarten sowie bel Aspergillus niger und Hagem?*®
konnte bei 12 Arten der Ordnung Mucorales Wachstum mit Hippurat als
Stickstoffquelle nachweisen. Nach den Ergebnissen von Kossowicz® kénnen
zahlreiche Pilze Hippurséiure als Stickstoff- bzw. Stickstoff- und Kohlenstoff-
nahrung nutzen. 1924 fanden Neuberg und Rosenthal®2, da8 die aus Aspergillus
oryzae hergestellte , Takadiastase’* Hippursiure spaltet. Es konnte gezeigt
werden, daB neben Hippursdure auch andere benzoylierte Aminosiuren 2
sowie andere N-Acylaminosiduren??, wie z.B. N-Acetyl- und N-Phenyl-
acetylaminosguren hydrolysiert werden kénnen. Neuberg und Linhardt®, die
die Beobachtung machten, daB bei der Spaltung N-acylierter Aminosiuren
durch Takadiastase stets nur die Derivate der natiirlichen L-Aminossuren
hydrolysiert werden, schlugen die Verwendung dieses Enzyms zur pripara-
tiven Trennung rac. Aminosguren iber deren Acylderivate in die optischen
Antipoden vor. Diese Methode wurde in der Folge sowohl mit Enzymen aus
tierischen Geweben?® als auch mit solchen aus Pilzen: 27 und Bakterien 28

" R. Burri, H. Herfeldt und A. Stutzer, J. Landw. 42, 329 (1894); Zbl.
Bakt. II 1, 284 (1895).

2 K. Yoshimura, College of Agricult. Bull. 2, 221 (1895).

13 M. v. Raciborski, Flora [Jena] 82, 107 (1896).

4 F. C. Went, Ber. dtsch. chem. Ges. 16, 158 (1896).

15 W. Schellmann, Dissertat. Gottingen 1902.

16 K. Shibata, Hofmeisters Beitr. chem. Physiol. Pathol. 5, 384 (1904).

17 J. Nikitinski, Jb. wiss. Bot. 40, 1 (1904).

18 §. Bierema, Zbl. Bakt. IT 23, 672 (1909).

19 4. W. Doz, J. Biol. Chem. 6, 461 (1909).

% 0. Hagem, Vidensk. Selskab. Skrifter T Math.-naturwiss. K1. 1910, 84.

2 A. Kossowicz, Z. Garungsphysiol. 1, 60 (1912); 2, 51, 81 (1913).

*2 0. Neuberg und O. Rosenthal, Biochem. Z. 145, 186 (1924).

28 (. Neuberg und K. Linhardt, Biochem. Z. 147, 372 (1924).

# 4. W. Dox und R. E. Neidig, Z. physiol. Chem. 85, 68 (1913); C. Neu-
berg und J. Noguchi, Biochem. Z. 147, 870 (1924).

% J. P. Greenstein, Adv. Protein Chern. 9, 174 (1954).

% C. Neuberg und 1. Mandl, Enzymologia [den Haag] 14, 128 (1950).

¥ K. Michi und H. Nonaka, J. Agric. Chem. Soc. Japan 28, 343, 346
(1954); K. Michi und H. Tsuda, Bull. Agric. Chem. Soc. Japan 21, 18, 235
(1957); J. Biochem. [Tokyo] 45, 745 (1958); J. Chibata, A. Watanabe und
§. Yamada, Bull. Agric. Chem. Soc. Japan 21, 291, 296 (1957).

% (. Lucente, A. Romeo und D. Rossi, Experientia [Basel] 21, 317 (1965).
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studiert und fiar die technische Anwendung ausgearbeitet (vgl. auch?). Die
Verhiiltnisse bei Takadiastase wurden besonders von japanischen Arbeits-
gruppen eingehend studiert und die praparative Spaltung zahlreicher N-Acetyl-
aminosduren, auch mit Préparationen aus Penicillien, beschrieben?. Das
wirksame Enzym dirfte der tierischen Carboxypeptidase A nahestehen, wie
aus Untersuchungen iiber die Substratspezifitdt sowie die Aktivierung durch
Metallionen hervorgeht. Gilbert und Frobisher®® wiesen Wachstum in Hip-
puratlosungen bei einer Reihe aerober Bakterien nach, und Reis und Swensson3!
fanden, daf gewisse Streptokokken Hippurat zu hydrolysieren vermogen,
eine Kigenschaft, die auch heute zur Differentialdiagnose von Streptococcus
agalactiae herangezogen wird. Von Tomota und Saitoo®® wurde Spaltung von
Hippursdure durch Bacillus subtilis, Staphylococcus und Sarcing festgestellt.
Kameda und Mitarb.3? fanden, daB ein aus Erde isolierter Stamm von Pseudo-
monas zur Hydrolyse von benzoylierten L- und auch p-Aminosduren befihigt
ist; dies fiihrte in der Folge zur Isolierung einer sog. n-Acylase®t. Itschner,
Drechsler, Warner und Fox3 konnten in Wachstumsversuchen mit vier
Bakterienstammen (Lactobacillus arabinosus und brevis, Leuconostoc mesen-
terotdes und Streptococcus faecalis) die Verwertung von benzoylierten Amino-
s#iuren in Wachstumsversuchen beobachten (vgl. auch?3®).

Bei Mikroorganismen ist eine klare Unterscheidung zwischen Amino-
sdureacylasen und Zhnlichen Enzymen infolge der zu beobachtenden
breiten Substratspezifititen duBerst schwierig. Es wurden daher auch alle
oben angefithrten Spaltungsvorginge der Wirkung eines mit der ,Hip-
puricase’ Schmiedebergs identischen bzw. eng verwandten Enzyms zuge-
schrieben.

1952 gelang es Birnbaum, Levintow, Kingsley und Greenstein’?, eine
Enzympriparation mit Aminoséureacylasewirkung aus Schweineniere
erstmals in einem fiir genauere Studien brauchbaren Ausmaf zu reinigen.
Im Zuge der Fraktionierung wurden zwei Enzymindividuen gefafit, eine
sog. Acylase I (Aminoacylase = N-Acylaminosiure-amidohydrolase, E. C.
Nr. 8.5.1.1438), deren Substratspezifitdt hauptsdchlich N-Acetylamino-
sduren, ausgenoramen N-Acetylasparaginsiure, umfait, und eine sog.

2 T, Tosa, T. Mori, N. Fuse und I. Chibaia, Enzymologia 31, 214, 225
(1966); 32, 153 (1967).

30 . Q4lbert und M. Frobisher, Bull. John Hopkins Hosp. 47, 55 (1930)

31 J. Reis und A. Swensson, C. r. soc. biol. 107, 647 (1931).

32 8. Tomoita und H. Saitoo, Tohoku J. exper. Med. 39, 211 (1940).

3% Y. Kameda, B. Toyoura, H. Yamazoe, Y. Kimura und Y. Yasuda,
Nature [London] 170, 888 (1952).

31 Y, Kameda, E. Toyoura und Y. Kimura, Nature [London] 181, 1225
(1958).

35 K. F. Itschner, E. R. Drechsler, C. Warner und S. W. Fox, Arch. Bio-
chem. Biophys. 53, 294 (1954).

8 R. W. Parkund S. W. Fox, J. Biol. Chem. 235, 3193 (1960).

37 §. M. Birnbaum, L. Levintow, R. B. Kingsley und J. P. Greenstein,
J. Biol. Chem. 194, 455 (1952).

38 Rep. Commiss. on Enzymes of the Internat. Union of Biochemistry,
Elsevier 1964.
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Acylase II (Aspartoacylase = N-Acylaspartat-amidohydrolase, E.C.
Nr. 3.5.1.153%8), die bevorzugt N-Acetylasparaginsiure umsetzt. Es wurde
vermutet, daf Acylase I mit der ,Hippuricase® identisch sei. Diese Auf-
fassung wurde durch die Arbeiten von Bruns und Schulze®, denen eine
hohere Anreicherung des Enzyms gelang, experimentell bewiesen. Die
Autoren bestdtigten den bereits vom Arbeitskreis nm Greenstein und
Birnbaum erhaltenen Befund, daf Acylase I bevorzugt N-Acetyl- bzw.
halogenierte N-Acetylaminosduren angreift, wihrend Hippursiure nur in
erheblich geringerem Mafle gespalten wird, und bewiesen, ,,dafl ein beson-
deres, auf Hippursidure eingestelltes Enzym (,Hippuricase‘) nicht existiert,
sondern daB dieses Enzym mit Acylase T identisch ist. ... Wir miissen
somit Schmiedeberg die Entdeckung der Acylase I zuschreiben, deren
katalytische Funktion er als erster beobachtet und gemessen hat, wenn
auch am wenig bevorzugten Substrat.*

In jiingster Zeit wurde nun jedoch vom Verfasser gefunden (Réhr und
Hampel*®; Rokr'), daB in verschiedenen Pilzen durch Ziichtung in Néhr-
medien mit Zusatz von Hippursiure oder Benzoesiure die Synthese einer
Aminoséureacylase hoher Aktivitit induzierbar ist, die bevorzugt Hippur-
sdure und andere N-Benzoylaminosiuren hydrolysiert und damit der
fritheren Bezeichnung ,,Hippuricase* entspricht. Die in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Untersuchungen an einer gereinigten Enzym-
praparation aus Fusarium semitectum beweisen, dafl hier ein neues, von
den bereits beschriebenen Aminoséureacylasen verschiedenes Enzym vor-
liegt, fiir das die Bezeichnung ,, Hippurathydrolase‘ bzw. N-Benzoylamino-
sdure-amidohydrolase vorgeschlagen wird.

Material und Methoden

Pilzstamm

Fiir die Versuche wurde ein Stamm von Fusarium semitectum BC 805 ver-
wendet, der abwechselnd auf Sabouraud-Agar (Difco) und Saccharose—Nitrat-
Agar nach Czapek—Dox bei 24° C in Schriagagarkultur gehalten und monat-
lich Uberimpft wurde.

Analysenmethoden

In den Kulturmedien wurde der Glucosegehalt jodometrisch mit Fehling-
scher Losung in der bei Bernhauer 42 angegebenen Ausfithrung nach Lehmann—
Magquenne—Schoorl bestimmt. Die Ermittlung der Myceltrockengewichte er-

% F. H. Bruns und C. Schulze, Biochem. Z. 336, 162 (1962).

40 M. Rohr und W. Hampel, Mh. Chem. 97, 1787 (1966).

41 M. Rihr, Allgem. u. prakt. Chem. 18, 6 (1967); Zbl. Bakt. I. Referate
210, 323 (1968).

12 K. Bernhauer, Girungschem. Praktikum, Springer: Berlin 1939.
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folgte gravimetrisch nach einer noch unveréffentlichten Schnellmethode??.
Bei der Ermittlung der spezif. Enzymaktivitéten im Verlauf der Isolierung
und Reinigung des Enzyms wurde der Proteingehalt photometrisch nach
Warburg und Christian** sowie nach der Methode von Lowry, Rosebrough,
Farr und Randall*® bestimmt. Die quantit. Bestimmung der Hippursédure bei
der Ermittlung der Enzymaktivitdten im Zuge der Reinigung des Enzyms
erfolgte nach der Methode von Gaffrey und Mitarb.%® in leicht modifizierter
Form?* durch Bespriithen von auf Chromatographiepapier aufgetragenen Pro-
ben (10 pl mit 10 bis 100 pg Hippursiure) mit dem Reagens von Gaffney
(4% p-Dimethylaminobenzaldehyd in 4c20)%, Erhitzen des Papiers durch
2 Minuten auf 140° C zwischen zwei Glasplatten im Trockenschrank, Elution

Tabelle 1. Untersuchte N-Acylaminosduren

Herkunft

Schmp., °C  Schmp., °C H — Handelsware

N-Acylaminoséure

Lit. * Gef. P = Prip. Darst.

N-Benzoyl-p,L-alanin 161—163 163 H
N-Benzoyl-p,L-arginin 290—300  290—295 H
N-Benzoyl-p,L-asparaginséure 164—165 170 P
N-Benzoyl-p,L-glutaminséure 155—157  155—157 P
N-Benzoyl-glycin 187—188 187 H
N-Benzoyl-p,L-histidin 247 Zers. 247 Zers. P
N-Benzoyl-p,L-allo-isoleucin 118—119  118—120 P
N-Benzoyl-p,r-leucin 141—142  139—140 P
N-Benzoyl-p,L-methionin 152 149 P
N-Benzoyl-p,L-phenylalanin 187—188 186 P
N-Benzoyl-p,L-serin 168—169 167 P
N-Benzoyl-D,L-threonin 143—144  143—144 P
N-Benzoyl-p,r-tryptophan 193 193—194 P
N-Benzoyl-L-tyrosin 165—166  166—168 P
N-Benzoyl-p,L-valin 128—130 128 P
N-Benzoyl-S-benzyl-n,L-cystein — 112 P
N-Acetyl-p,L-alanin 136 130—135 H
N-Acetyl-D,L-asparaginsdure 150 150 =1
N-Acetyl-v-cystein 108—109 108 H
N-Acetyl--glutaminséure 185 180—185 H
N-Acetyl-glycin 206-—207  206—209 H
N-Acetyl-p,L-methionin 112 111—113 H
N-Acetyl-D,L-phenylalanin 146 138—145 P
N-Acetyl-p,L-tryptophan 205 203—206 H

H

N-Acetyl-D,n-valin 148 144—148

* Beziiglich der Schmp. von N-Benzoylaminoséuren vgl.35. Beziiglich der
Schmp. von N-Acetylaminosduren vgl. 7.

43 R. Brunner, M. Réhr und J. Teifer (in Vorbereitung).

4 O, Warburg und W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 (1941).

% 0, H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr und R. J. Randall, J. Biol.
Chem. 193, 265 (1951).

% Q. W. Gaffney, K. Schreter, N. Di Ferrante und K. J. Altmann, J. Biol.
Chem. 206, 695 (1954).
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mit 5 ml Methanol und Messung der Extinktion bei 470 nm im Spektralphoto-
meter (Zeiss PMQ II, 1-cm-Kiivetts).

Die Ermittlung der Enzymaktivitéten bei den Untersuchungen zur
Substratspezifitdt erfolgte durch Titration der bei der Hydrolyse der ein-
gesetzten N-Acylaminosduren und Peptide frei werdenden Aminosduren
mittels einer automatischen Titrationseinrichtung (Radiometer A/S, Copen-
hagen), bestehend aus pH-MeBgeréit PHM 25, Titrator TTT 11, Autoblirette
ABU 1 (Birettenkapazitidt 2,5 ml, Ablesegenauigkeit 0,001 ml) und Mikro-
titrationseinrichtung TTA 31 mit Glaselektrode G 2222 C und Kalomel-
elektrode K 4112, mit 0,1n-NaOH unter Registrierung des Titrantverbrauches
durch den Recorder SBR 2 in der von Réhr, Baumann und Brunner®’ be-
schriebenen Weise.

Substrate

Die untersuchten N-Acylaminosiuren waren z.T. Handelsware (Fhika,
Buchs; Th. Schuchardt, Minchen), oder sie wurden priparativ hergestellt.
Die Darstellung der N-Benzoylaminosduren erfolgte durch Aminolyse von
Benzoylchlorid analog der Methode von Schotten und Baumann in alkal.
Losung. Thre Reinigung erfolgte durch Umfillung sowie Behandlung mit
Petroldther zur Entfernung allenfalls vorhandener Benzoesiure. N-Acetyl-
aminoséuren wurden analog dem Verfahren von Edsall*® dargestellt. Die
Reinheit der Préparate wurde papierchromatographisch (frei von Amino-
sduren) sowie durch Bestimmung der Schmelzpunkte {iberpriift (Tab. 1).

Die fiir orientierende Untersuchungen eingesetzten Peptide waren Handels-
ware.

Versuche und Ergebnisse

1. Kultivierungsversuche zur Gewinnung enzymreicher Mycel-
préparate

Konidiensuspensionen

Zur Gewinnung groferer Konidienmengen als Impfmaterial hat es sich
bewihrt, analog der Praxis bei industriellen Pilzgirungen Oberflichen-
kulturen auf Rollgerste anzulegen. Hiezu wurden z.B. 100 g Rollgerste
nach sorgfaltigem Waschen in flieBendem Wasser in 100 ml einer Loésung
nachstehender Zusammensetzung durch 30 Min. geweicht: Lactose 30 g/l
KH;POs 3g/l, KoHPOs 3g/l, MgSOs-7H20 0,1g/, Cornsteep-liquor
solids 0,85 g/l. Nach AbgieBen der Losung wurde die feuchte Gerste in 1 bis
2 em hoher Schicht in 300 ml-Erlenmeyerkolben mit WatteverschluB ver-
teilt und bei 120° C fraktioniert sterilisiert. Nach Beimpfung mit etwa 1 ml
einer Konidiensuspension aus einem Schrigagarréhrchen wurde etwa eine
Woche lang unter gelegentlichem Aufschiitteln bei 25°C bebriitet. Durch
Schiitteln mit 150 ml steriler physiolog. NaCl-Lésung wurde eine Konidien-
suspension erhalten, die nach Abtrennung von der Rollgerste bei 4° C mehrere
Wochen lang haltbar ist. Die Ermittlung der Konidienkonzentration erfolgte
durch Zéhlung in der Thomaschen Zahlkammer.

4 M. Rohr, F. Baumann und R. Brunner, Mh. Chem. (im Druck).
48 Z. Edsall, J. Amer. Chem. Soc. 59, 2245 (1937).
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Kultivierung am Kreisschiittler

1000 ml-Weithals-Erlenmeyerkolben mit Wattehaubenverschluf nach
Janke* und 150 ml Néhrlésung der nachstehenden Zusammensetzung wurden
nach der Sterilisation mit 5—10 ml Konidiensuspension beimpft und bei
25—26° C am Kreisschiittler bei 150 U/min inkubiert.

Zusammensetzung der Nahrlésung:

(g/Liter)
Glucose 40
Ammoniumacetat 3
Natriumacetat 2
Hefeextrakt (Difeo) 1
(NH4)2804 2
MgS04- 7H20 0,2
KoHPO, 2
ZHSO4 -7 HzO 0,02
Natriumhippurat 3,58 = 20 mMol
pH (vor der Sterilisation) 6,5

Nach einer Kultivierungsdauer von 72 bis 96 Stdn. wurde das erhaltene
Submersmycel auf Trockenpriparate aufgearbeitet.

Trockenmycelpraparate

Zur Bereitung von Trockenmycelpraparaten wurde das Mycel nach
Abtrennung der Nihrldsung durch einen Buchnertrichter und Waschen mit
Eiswasser durch dreimalige Behandlung mit der zehn- bis zwanzigfachen
Menge Aceton von — 20° C unter weitgehender Zerkleinerung entwissert
und nach Entfernung des anhaftenden Acetons im Luftstrom eines Ventilators
in verschlossenen GeféBen iiber Silicagel bei Raumtemp. gelagert. Zur Ermitt-
lung des Enzymgebaltes wurden Proben von 100 mg in 5ml einer Losung
von Natriumhippurat bei pH 7,5 und 37° C inkubiert, in Abstdnden von
1—5 Min. Proben von 10 pl gezogen und die Spaltungsgeschwindigkeit mittels
der modifizierten Methode von Gaffney*® aus der jeweils noch vorhandenen
Menge Hippurat bestimmt. Der Enzymgehalt wird zweckméBig in Enzym-
einheiten pro Gramm Trockenmycel angegeben, wobei | Enzymeinheit (1 HE)
die Enzymmenge angibt, die die Hydrolyse von 1 pMol Hippurat pro Min.
bei pH 7,5 und 37°C bewirkt. Die unter den angegebenen Bedingungen
erhaltenen Priparate hatten Enzymgehalte, die zwischen 70 und 140 EE
pro Gramm Trockenmycel schwankten. In dem Bestreben, die Reproduzier-
barkeit der induzierten Enzymbildung zu verbessern, insbesondere aber mit
dem Ziel einer genaueren Kenntnis des Zeitpunktes der maximalen Enzym-
produktion wurde eine Reihe von Untersuchungen. zur Klérung der zwischen
den Kulturbedingungen und der Enzymsynthese hestehenden Zusammenhénge
durchgefithrt.

Einfluf der Einsaatmenge

Vorversuche hatten ergeben, dal die hinsichtlich einer befriedigenden
Enzymausbeute und -stabilitét anzustrebenden pH-Werte am Fermentations-

4 A. Janke, Arch. Mikrobiol. 17, 155 (1952).
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ende offenbar stark von den bei der Beimpfung eingesetzten Menge an Konidien
beeinflufit werden. Es wurden daher parallele Kultivierungsversuche in der
bereits beschriebenen Weise durchgefiihrt, bei denen gestufte Einsaatmengen
angewandt wurden, so dal am Versuchsbeginn folgende Konidienkonzen-
trationen vorlagen: 1,5-103; 1,5-104; 1,5-105; 1,5 - 105 Konidien/ml. Im
Verlauf der Versuche wurden in Intervallen von 6 Stdn. die pH-Werte der
Fermentationsmedien gemessen und nach Beendigung der Versuche (72 Stdn.)
die erhaltenen Enzymaktivitdten bestimmt (Abb. 1).

| ! ]
V4 24 48 Stundern 72

Zert
Abb. 1. EinfluB der Einsaatmenge auf pH-Verlauf und Enzymausbeuten

Enzymalktivitdt in

Kurve Konidien/ml EE/g nach 72 Stdn.
1 1,5- 108 37
2 1,5 - 104 59
3 1,5 105 102
4 1,5 - 108 87

Wie die Versuchsergebnisse ersehen lassen, zeigen die pH-Kurven
‘unter den. gegebenen Bedingungen einen charakteristischen Verlauf, der
sich im Durchschreiten eines pH-Minimums duBert, das sich mit geringerer
Einsaat infolge der langsameren Mycelvermehrung spiter einstellt, sowie
einem darauffolgenden Anstieg, der, wie auch spitere Versuche zeigten,
bei niedriger Einsaat sehr gering sein kann, bei hoher Einsaat hingegen bis
zu pH-Werten iiber 8 fiihrt, bei denen das Enzym bereits sehr geringe
Stabilitdt aufweist. Dementsprechend wurden auch bei der Konidien-
konzentration von 1,5 - 103 und 1,5 - 104 geringe, bei 1,5+ 105 maximale
und bei 1,5 - 106 wieder etwas geringere Enzymaktivititen erhalten.
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Enzymbildungsverlauf

Die folgenden Versuche sollten nun Einblick in den Verlauf der
Enzymbildung in Zusammenhang mit den wahrend der Kultivierung sich
dndernden Bedingungen, wie pH-Wert, Glucose- und Hippuratgehalt
sowie dem Mycelgewicht, geben und damit auch Daten, die eine einfache
Ermittlung des Zeitpunktes der maximalen Enzymproduktion erlauben.

1
Y

=&

°

24 48 7z Stulrdes 96
Zert

Abb. 2. Enzymbildungsverlauf in Abbéngigkeit von den Kulturbedingungen.

Kurve 1: Glucosegehalt in mg/ml; Kurve 2: pH-Wert; Kurve 3: Enzymgehalt

in BE/g Trockenmycel; Kurve 4: Myceltrockengewicht in mg/ml. In dem auf

der Abszisse durch einen Pfeil kenntlich gemachten Zeitpunkt war im Néhr-
medium kein Hippurat mehr nachweisbar

1000 ml-Weithals-Erlenmeyerkolben mit je 100 ml der oben angegebenen
Nzhrlésung wurden so beimpft, daB die Anfangskonzentration an Konidien
5,5 - 105 betrug. In Abstinden von § Stdn. wurde aus einem Kolben nach
Bestimmung des Glucosegehaltes und des pH-Wertes sowie Prifung auf
Hippurat im Nihrmedium das Mycel zu einem Acetontrockenpriparat auf-
gearbeitet und dessen Gewicht sowie der Enzymgehalt in der bereits be-
schriebenen Weise ermittelt (Abb. 2).

Wie aus den Brgebnissen ersichtlich, beginnt die Enzymbildung in der
Phase der exponentiellen Vermehrung und verlduft optimal in der daraut-
folgenden Phase abnehmender Vermehrungsgeschwindigkeit. Der Zeit-
raum der maximalen Enzymproduktion ist einerseits dadurch gekenn-
zeichnet, daB die pH-Kurve nach Durchschreiten des Minimums den
Neutralpunkt iiberschreitet, andererseits dadurch, daf im Nihrmedium

I
3
/il

4., Mycelirockengewrcir mg,
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kein Hippurat mehr nachgewiesen werden kann. Durch diese Daten ist
eine einfache Ermittlung des Zeitraumes der maximalen Enzymproduk-
tion moglich. Die hier erhaltenen Ergebnisse wurden in einer Reihe analo-
ger Versuche reproduziert.

Mit der angegebenen Arbeitsweise gelang es, in der oben angefiihrten
Néhrlosung unter Einsatz der bereits in einer vorangegangenen Arbeit 4% als
optimal ermittelten Induktorkonzentration von 20 mMol/l sowie einer
Konidienkonzentration von 1105 bis 5105 Konidien/ml nach einer
72 bis 96 Stdn. dauernden Kultivierung ein enzymreiches Mycel bei einem
End-pH der Nahrlésung von 7,0 bis 7,5 zu gewinnen, dessen Enzymgehalt
gut reproduzierbar war, so dal eine Isolierung des Enzyms in pripara-
tivem Mafstab moglich war.

Desgleichen war es unter Anwendung der erhaltenen Erfahrungen
mdoglich, Kultivierungsversuche in Fermentatoren mit einem Fassungs-
vermogen von 3 und 101 (New Brunswick) unter analogen Bedingungen
mit befriedigendem Erfolg durchzufithren, wenngleich die in der Schiittel-
kultur erzielten Mycelaktivititen nicht zu erreichen waren. Versuche,
durch zeitlich gestuite Zugabe des Induktors die Enzymausbeute zu er-
hohen, brachten keine Erfolge.

2. Reinigung und Anreicherung des Enzyms
Eaxtraktion

Versuche zur Extraktion des Enzyms aus den Acetontrockenpripara-
ten mit Wasser oder Neutralsalzlosungen verschiedener Yonenstirke iiber
Perioden von mehreren Stdn. ergaben nur geringe Ausbeuten. Nur wenig
besser verliefen Versuche zur Anwendung der sog. Butanol-Methode nach
Morton®, die in der Annahme durchgefiihrt wurden, das Enzym liege in
Form eines Lipoproteinkomplexes vor. Ausgezeichnete Erfolge brachten
jedoch Extraktionsversuche, die bei pH-Werten iiber 7 ausgefiihrt wurden.
Tolgende Arbeitsweise hat sich gut bewihrt:

20 g Acoctontrockenmycel werden mit 400 ml 0,05m-Diammoniumphos-
phatlosung (pH 7,9) versetzt, durch 2 Stdn. bei Raumtemp. kriiftig geschiittelt
oder geriihrt und sodann in der Kithlzentrifuge durch 80 Min. bei 0° C und
6000 U/min zentrifugiert. Bs werden etwa 360 ml eines schwach opaleszieren-
den Extraktes mit einem pH-Wert von ungefihr 7 erhalten, der unter giinsti-
gen Bedingungen iiber 809, der im Mycel vorhandenen Enzymmenge enthilt.

Wie sich jedoch zeigte, ist eine so hohe Extraktionsausbeute nur erzielbar,
wenn das Acetontrockenmycel durch mehrere Wochen bei Raumtemp.
gelagert war, wobei offenbar gewisse Autolysevorginge wirksam werden.
Frisch hergestellte Trockenmyecelpriparate sind hingegen kaum extrahierbar.
In diesem Fall hat sich die Extraktion unter Anwendung von Abrasivmitteln
bewahrt:

8 R. K. Morton, in: S. P. Colowick und N. 0. Kaplan (edit.), Methods in
Enzymol. 1, 25, Acad. Press, New York 1955.
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20 g Acetontrockenmyecel werden mit 20 g Diatomeenerde (Hyflo Supercel,
Johns Manville, Baltimore) innig vermischt und 15 Min. mit 100 ml 0,05m-
Diammoniumphosphatlésung (pH 7,9) in einer Reibschale verrieben. Sodann
wird mit weiteren 200 ml Diammoniumphosphatlésung 30 Min. unter Riihren
bei Raumtemp. extrahiert. Nach Abschleudern in degr Kiihlzentrifuge bei
0° C und 6000 U/min durch 30 Min. wird der Riickstand wenige Minuten mit
200 ml Diammoniumphosphatlosung extrahiert und erneut unter denselben
Bedingungen zentrifugiert. Die vereinigten, stark opaleszierenden Uber-
stinde (etwa 400 ml) enthalten durchschnittlich 50 bis 809, der im Mycel
enthaltenen Enzymmenge.

Darstellung einer gereinigten Enzympriparation

Die Reinigung des Enzyms st68t, wie die nachfolgend angefithrten Ver-
suche zeigen, infolge seiner geringen Stabilitéat auf zahlreiche Schwierigkeiten.
Das Enzym ist duBerst empfindlich gegeniiber extremen pH-Werten, so dall
eine Vorreinigung durch selektive Denaturierung auf diesem Wege unmdglich
ist: Das Enzym wird bei pH-Werten unter 5 und iiber 10 innerhalb weniger
Min. vollig zerstort. Ebenso ist bei Dialyse des Extraktes gegen Leitungs-
wasser innerhalb weniger Stdn. und bei Versuchen zur Entsalzung durch
Gelfiltration {iber Sephadex G 25 (coarse) innerhalb von 10 bis 20 Min. ein
Aktivitdtsabfall von tiber 809 zu beobachten. Umfangreiche Versuche zur
fraktionierten Féllung mit Losungsmitteln, wie Athanol oder Aceton, ergaben
auch bei — 25° C stets Aktivitdtsverluste von iiber 809%.

Ebenso hohe Verluste wurden auch bei Versuchen zur fraktionierten
Gelfiltration iiber Sephadex G 75, G 100, G 150 und G 200 unter Anwendung
von Puffern verschiedener Ionenstéirke bei pH 7,5 an gekiihlten Sdulen
erhalten.

Es gelang jedoch ein Reinigungsverfahren auszuarbeiten, das eine
itber hundertfache Anreicherung des Enzyms bei einer Endausbeute von
iiber 60%, gestattet. Dieses wird im folgenden beschrieben :

1. Hitzefillung

Der aus dem Acetontrockenmycel gewonnene Extrakt wird nach Ein-
stellen von pH 7,5 in einem dinnwandigen Glaskolben in einem thermo-
statierten Wasserbad unter guter Durchmischung durch Drehen des Kolbens
rasch auf 50° C erhitzt, genau 5 Min. bei 50° C gehalten und durch Einbringen
des Kolbens in Eiswasser unter Schwenken rasch auf etwa 10° C gekiihlt.
Die entstandene dichte Fillung von Begleitstoffen wird 30 Min. bei 0°C
und 6000 U/min abgeschleudert.

2. Fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat

Der Uberstand nach Zentrifugation der Hitzefdllung wird unter guter
Rithrung und Kithlung im Eiswasserbad innerhalb 20 bis 30 Min. mit der
zum FErreichen des Sittigungsgrades 0,45 ndétigen Menge von festem Am-
moniumsulfat versetzt; der auf etwa 6,2 gefallene pH-Wert wird auf 7,2
gebracht, anschliefiend 15 Min. bei 0° C geriihrt und bei 6000 U/min 30 Min.
zentrifugiert. Die abgeschleuderte Féllung, die praktisch keine Aktivitét
aufweist, wird verworfen, der Uberstand unter denselben Bedingungen mit
der zum Erreichen des Sittigungsgrades 0,65 nétigen Menge festen Am-
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moniumsulfates versetzt, 15 Min. im Eis-
wasserbad gerithrt und erneut 30 Min.
bei 0°C und 6000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen, die Pro-
teinféllung in einer geringen Menge 0,05m-
Phosphatpuffer pH 7,5 gelést. Hiebei soll
moglichst wenig Ammoniumsulfat mitge-
schleppt werden.

1,5

Anreicherungsgrad
1
31
132

3. Selektive Adsorption an Calcium-
phosphatgel

%
100
7

2

Die nach den vorstehenden Opera-
tionen vorliegende Loésung mit einem pH-
Wert von 7,5 wird mit 509, ihres Volu-
mens einer Suspension von Calciumphos-
phatgel mnach Keilin und Hartree®
(60 mg/ml Trockensubstanz) gut vermischt.
Das Calciumphosphatge!l ist vor der Zugabe
auf einen pH-Wert von 7,3 bis 7,5 einzu-
stellen. Sodann wird 5 Min. bei 0° C und
6000 U/Min. geschleudert und der Uber-
stand verworfen. Die Elution des Enzyms
aus dem Gel erfolgt durch Zugabe des ur-
springlichen Volumens an 0,1m-Phos-
phatpuffer r11 7,6 mit Zusatz von 109
Ammoniumsulfat. Die nach kraftigem
Rithren (5 bis 10 Min.) und anschlieBender
Zentrifugation (10 Min.) bei 0° C und
6000 U/Min. erhaltene Enzymldsung wird
bei — 20° C eingefroren.

spezif. Aktivitédt Ausbeute
0,066
0,098
2,065
8,70

EE/mg Protein

Protein

mg/ml
18,9
12,7
10,9

1,84

E
total
488
475
450
320

Der Verlauf eines typischen Reini-
gungsversuches ist in Tab. 2 {ibersicht-
lich dargestellt.

1,25
1,25

22,5
i6

Tabelle 2. Verlauf der Enzymanreicherung
EE/ml

Uer Reinigungseffekt in den Stufen
der zweiten Ammoniumsulfatfallung und
der Adsorption an  Calciumphosphatgel
wurde durch Gelfiltration an Sephadex
(> 100 (fine) verfolgt. Die auf 4 5°C ge-
lithlte Sgule (2,5 cm 45 em) war mit
einem Adapter zur Férderung des Eluti-
onsmittels von unten nach oben versehen.
Proben von jeweils 1 ml der Enzymlésung
nach der zweiten Ammoniumsulfatfallung
bzw. 3 ml nach der Elution aus dem Cal-
ciumphosphatgel wurden mittels einer
peristaltischen Pumpe am unteren Ende
der Sdule eingebracht und mit 0,01m-NaCl-

Volumen
ml
390
380
20
20

Fraktion

"1 D. Keilin und E. F. Hartree, Proc.
roy. Soc. B, 124, 397 (1938).

BExtrakt
Hitzefallung
0,45-—0,65

0,50

Ammoniumsulfat
Calciumphosphatgel

144%
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Losung pH 7,0 eluiert. Die Aufnahme von Elutionskurven erfolgte durch
kontinuierliche Messung der optischen Durchléssigkeit im Eluat bei 254 nm
in einem Photometer mit Durchflu-Quarzzelle (Uvicord I, LK B, Stockholm)
und Registrierung mittels eines Fallbiigelschreibers; Elutionskurven s.
Abb. 3 und 4.
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Abb. 3. Elutionskurve der Enzympridparation nach der Ammoniumsulfat-

fraktionierung bei Gelfiltration durch Sephadex G 100 (Versuchsbedingungen

vgl. Text). DurchfluBgeschwindigkeit 26 ml/Stde. Ordinate: Optische Durch-
lissigkeit bei 254 nm in Prozent. Abszisse: Elutionsvolumen in ml
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Abb. 4. Elutionskurve der Enzympriparation nach der Fraktionierung an

Calciumphosphatgel bei Gelfiltration durch Sephadex G 100 (Versuchsbedin-

gungen vgl. Text). Durchflugeschwindigkeit 23 ml/Stde. Ordinate: Optische
Durchlassigkeit bei 254 nm in Prozent. Abszisse: Elutionsvolumen in ml

Durch den beschriebenen Reinigungsvorgang, der bis zur Stufe der
Ammoniumsulfatfraktionierung etwa 50mal und bis zur Stufe der Adsorp-
tion an Calciumphosphatgel iiber 10mal mit gutem Erfolg reproduziert
werden konnte, war eine weitgehend gereinigte und mehr als hundertfach
angereicherte Enzympréiparation erzielbar, die fiir Studien zur Substrat-
spezifitit im Hinblick auf eine Differenzierung gegeniiber bekannten
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Aminosdureacylasen sowie fiir die Untersuchung der wichtigsten Enzym.-
eigenschaften ausreichend geeignet erschien.

3. Untersuchungen zur Substratspezifitit

Die Untersuchung der Substratspezifitit verfolgte mehrere Ziel-
setzungen :

a) Kenntnis der Spezifitdt des Enzyms gegeniiber den der Hippursiure
analogen N-Benzoylaminosduren ;

b) Vergleich der Substratspezifitit gegeniiber N-Benzoyl- und N-Acetyl
aminosiuren zur Differenzierung des Enzyms von den bekannten Amino-
séureacylasen;

¢) Untersuchung der Spaltung von einfachen Peptiden als Substraten
von Exopeptidasen wie Carboxypeptidase A und B sowie Di- und Tri-
peptidase, da bei diesen Enzymen zum Teil auch Aminosiureacylase-
aktivitdt beobachtet wurde.

Um fiir alle im folgenden durchgefithrten Versuche ein Enzympriiparat
gleicher Beschaffenheit zu erhalten, wurden 300ml aus 15 Ammonium-
sulfatfraktionierungen vereinigt und nach Behandlung mit Caleiumphosphat-
gel in der beschriebenen Weise mit 300 ml 0,05m-Phosphatpuffer unter
Zusatz von 109 Ammoniumsulfat eluiert. Da sich diese Enzymlosung fiir
die vorzunehmenden Spezifitdtsuntersuchungen als zu verdinnt erwies,
wurde sie mit der zum Erreichen des Sittigungsgrades 0,7 nétigen Menge
Ammoniumsulfat versetzt und die erhaltene Fiallung in 50 ml 0,05m-Phos-
phatpuffer pH 7,5 gelést. Diese Losung wurde in fiir jeweils 1 bis 3 Versuche
ausreichenden Mengen geteilt bei — 20° C eingefroren. Sie hatte einen Enzym-
gehalt von 42 Enzymeinheiten pro ml bei einem Proteingehalt von 5,75 mg/ml
und war etwa 110fach angereichert.

Die Durehfihrung der Versuche erfolgte unter vergleichbaren Bedingun-
gen in nachstehender Weise:

Die Substrate wurden in einer Konzentration von 56 pMol/ml bezogen
auf den Anteil an N-Acyl-v-aminosiure unter Neutralisation mit NaOH
in Wasser gelost und nach Einstellen von pH 7,5 auf 37°C erwirmt. Die
eingefrorenen Enzymlosungen wurden kurz vor dem Versuch aufgetaut und
bis zum Versuchsbeginn bei + 5°C gehalten. Der Versuch wurde durch
Zugabe von 0,50 bzw. 1,00 ml Enzymlésung zu 6 bzw. 12 ml Substratlésung
in einem auf 37° C thermostatierten und mit Magnetrilhrung versehenen
Gefa gestartet. Zur Zeit Null sowie nach 10, 20, 30, 40 und 50 Min. (im Falle
des N-Benzoylglycins nach 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Min.) wurden Proben
von genau 1ml entnommen und in der angegebenen Titrationsapparatur
mit 0,1%-NaOH raseh auf pH 11,0 titriert. Die Anfangsgeschwindigkeiten
der Reaktionen wurden im Diagramm Titrantverbrauch/Zeit aus dem linearen
Kurventeil ermittelt und daraus die spezifischen Enzymalktivititen errechnet.

1. Hydrolyse von N-Benzoylaminosduren

Die FErgebnisse der Spaltungsversuche mit N-Benzoylaminosiuren
als Substraten sind in Tab. 3 zusammengestellt.
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Tabelle 3. Hydrolyse von N-Benzoylaminosiduren
Versuchsansétze: 12 ml Substrat (112 uMol N-Benzoyl-b,L-aminoséure bzw.
56 uMol N-Benzoyl-L-aminoséure/ml), 1ml Enzymlésung (Proteingehalt

5,75 mg/ml), pH 7,5, 37°C

Verbr. 0,1n-NaOH

N-]:%enz?yl- pro ml Versuchsansatz Spezif. Akbivitas .
aminosaure ml uMol/min - mg Enzymprotein
N-Benzoyl- 0,157
glycin 0,323
0,480
0,515 7,30
0,516
0,517
N-Benzoyl- 0,149
D,L-serin 0,284
0,408 3,37
0,496
0,519
N-Benzoyl- 0,083
D,L-alanin 0,166
0,255 1,88
0,347
0,437
N-Benzoyl- 0,064
D,L-aspara- 0,119
ginsdure 0,158 1,44
0,195
0,236
N-Benzoyl- 0,039
D,L-methionin 0,071
0,103 0,89
0,133
0,165
N-Benzoyl- 0,029
L-tyrosin 0,057
0,069 0,66
0,080
0,087
N-Benzoyl- 0,028
D,L-leucin 0,050
0,075 0,63
0,088
0,113
N-Benzoyl- 0,028
D,L-threonin 0,048
0,066 0,63
0,082

0,094
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Fortsetzung (Tabelle 3)

Verbr. 0,1n-NaOH

N-Benzf)yl- pro ml Versuchsansatz Spezif. Aktivitas .
aminoséure ml uMol/min - mg Enzymprotein
N-Benzoyl- 0,028
D,L-glutamin- 0,048
séure 0,060 0,63
0,081
0,089
N-Benzoyl- 0,027
D,L-allo- 0,048
isoleucin 0,052 0,61
0,057
0,064
N-Benzoyl- 0,027
D,L-histidin 0,040
0,044 0,61
0,048
0,059
N-Benzoyl- 0,025
D,L-arginin 0,039
0,054 0,57
0,069
0,082
N-Benzoyl- 0,023
D,L-phenyl- 0,042
alanin 0,057 0,54
0,075
0,089
N-Benzoyl- 0,020
D,L-valin 0,033
0,041 0,45
0,055
0,062
N-Benzoyl- 0,020
(S-Benzyl)- 0,022 0.45
D,L-cystein 0,023 ’
0,024
N-Benzoyl- 0,011
D,L-trypto- 0,013
phan 0,021 0,24
0,018
0,022

Wie aus Tab.3 ersichtlich, wird Hippurat am schnellsten hydroly-
siert, gefolgt von den dhnlich aufgebauten Substraten N-Benzoyl-p,L-serin
und N-Benzoyl-p,r-alanin. Relativ schnell ist auch N-Benzoyl-p,1.-
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asparaginsdure spaltbar; hingegen wird N-Benzoyl-b,L-glutaminsédure
bedeutend langsamer angegriffen. N-Benzoyl-b,L-methionin sowie N-
Benzoyl-vL-tyrosin und N-Benzoyl-p,L-leucin weisen mittlere Spaltungs-
geschwindigkeiten auf, wihrend die Derivate der restlichen aromatischen
sowie die der basischen und verzweigten Aminosduren als gering spalt-
bare Substrate zu bezeichnen sind.

2. Hydrolyse von N-Acetylaminosiuren

Die Ergebnisse der Versuche mit N-Acetylaminosiuren als Substraten
sind in Tab. 4 angefiihrt.

Wie aus Tab. 4 zu ersehen, weicht bei der Spaltung der N-Acetyl-
aminosduren die Reihenfolge der Substrate in bezug auf ihre Spaltungs-
geschwindigkeit betrédchtlich von jener der N-Benzoylaminosiuren ab.

N-Acetylglycin wird nur sehr langsam hydrolysiert, N-Acetyl-b,L-alanin
und N-Acetyl-L-cystein dagegen sehr schnell. Auch werden die N-Acetyl-
derivate der aromatischen Aminoséuren im Gegensatz zu den Verhéltnissen
bei den N-Benzoylaminosduren schneller umgesetzt als die N-Acetylderivate
der Aminodicarbonséuren. Beziglich der daraus zu ziehenden Schliisse in
Richtung einer Differenzierung des vorliegenden Enzyms von der bekannten
Aminoacylase sei auf die Diskussion verwiesen.

3. Hydrolyse von Peptiden

In das Studium der Substratspezifitit wurden auch Peptide ein-
bezogen, da einerseits z. B. bekannt ist, dafl Aminoacylase Dipeptide
zu spalten vermag, andererseits die den Aminosédureacylasen am nichsten
stehenden Carboxypeptidasen, die bevorzugt Peptidsubstrate hydroly-
sieren, bei denen die der Carboxyl-terminalen Aminoséure bhenachbarte
Aminosédure keine freie Aminogruppe aufweist, auch Aminoséureacylase-
wirkung zeigen.

a) Hydrolyse von Glycylglycin

Dieses Substrat wird von Aminoacylase gespalten und ist daneben
das bevorzugte Substrat der Glycylglycin-dipeptidase (E.C. 3.4.3.1).
Spaltungsversuche in Ansitzen von 6 ml mit 56 uMol/ml Glycylglycin
und 0,5 ml Enzymlésung zeigten innerhalb einer Versuchszeit von 30 Min.
keine mefBbare Hydrolyse.

b) Hydrolyse von Glycyl-L-leucin

Auch dieses Substrat wird von Aminocacylase hydrolysiert; es ist
daneben das bevorzugte Substrat der Glycylleucin-dipeptidase (E. C.
3.4.3.2). Das Ergebnis eines Spaltungsversuches mit diesem Substrat
ist aus Tab. 5 ersichtlich.
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Tabelle 4. Hydrolyse von N-Acetylaminosiduren

Versuchsansétze: 6 ml Substrat (112 pMol N-Acetyl-D,L-aminosture bzw.
56 uMol N-Acetyl-L-aminosdure/ml), pH 7,5, 37° C

Verbr. 0,in-NaOH

N-Acetyl- ) ) Spezif. Aktivitat
S pro ml Versuchsansatz . .
aminosgure ml uMol/min - mg Enzymprotein
N-Acetyl- 0,034
bp,L-alanin 0,050
0,066 0,77
0,082
0,096
N-Acetyl- 0,033
L-eystein * 0,056
0,057 0,75
0,060
0,070
N-Acetyl- 0,021
D,L-tryptophan 0,036
0,046 0,59
0,059
0,071
N-Acetyl- 0,020
D,L-phenylalanin 0,035
0,046 0,45
0,054
0,065
N-Acetyl- 0,020
D,L-methionin 0,031
0,042 0,35
0,053
0,063
N-Acetyl- 0,013
D,L-asparagin- 0,022
séure 0,029 0,30
0,031
0,041
N-Acetyl- 0,012
glyein 0,017
0,023 0,28
0,030
0,033
N-Acetyl- 0,012
L-glutamin- 0,016
séure 0,025 0,28
0,028
0,037

* Titration auf pH 11,75 (vgl.4?).
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Fortselzung (Tabelle 4)

Verbr. 0,1n-NaOH

N“,*"eté’l‘ pro ml Versuchsansatz Spezif. Aktivitit .
aminosiure ml uMol/min - mg Enzymprotein
N-Acetyl- 0,009
p,L-valin 0,016

0,024 0,21

0,030

0,037

Tabelle 5. Hydrolyse von Glyeyl-u-leucin

Versuchsansatz: 4 ml Glyeyl-t-leucin (56 uMol/ml) 0,33 ml Enzymlésung
{Proteingehalt 5,756 mg/ml) pH 7,5, 37° C

. Verbr. 0,1n-NaQH , -
Zglt, pro ml Versuchsansatz Spemf. Aktivitat '
Min. ml pwMol/min - mg Enzymprotein
10 0,056
20 0,105 1,28
30 0,141

¢) Hydrolyse von Benzyloxzycarbonyl-glycyl-L-phenylalonin

Dieses Substrat ist das optimale synthetische Substrat fiir Carboxy-
peptidase A (E.C. 3.4.2.1). Das Ergebnis eines Spaltungsversuches mit
diesem Substrat ist aus Tab. 6 ersichtlich.

Tabelle 6. Hydrolyse von Benzyloxycarbonyl-glycyl-n-phenyl-
alanin
Versuchsansatz: 4 ml BOC-glycyl-L-phenylalanin (35 uMol/ml) 0,33 ml
Enzymlésung (Proteingehalt 5,75 mg/ml) pH 7,5, 37° C

Zeit, Verbr. 0,1n-NaOH Spezif. Aktivitét
. pro ml Versuchsansatz - .
Min. ml pMol/min - mg Enzymprotein
10 0,093
20 0,182 2,12
30 0.240

d) Hydrolyse von Glycyl-glycyl-glycin

Dieses Tripeptid ist ein Substrat der Aminotripeptidase (E. C. 3.4.1.3).
Es erschien aber auch deshalb interessant, die Spaltung dieses Substrates
zu untersuchen, da die sogen. Hefecarboxypeptidase (E.C. 3.4.2.3)
abweichend von Carboxypeptidase A auch zur Abspaltung von C-termi-
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nalem Glycin aus Oligopeptiden und N-substituierten Peptiden be-
fahigt ist.

Das Ergebnis eines Spaltungsversuches mit Glycyl-glycyl-glycin ist
in Tab. 7 angefiihrt.

Tabelle 7. Hydrolyse von Glycyl-glyeyl-glycin
Versuchsansatz: 4 ml! Glyeyl-glycyl-glyein (56 uMol/ml) 0,33 ml Enzymliosung
(Proteingehalt 5,75 mg/ml) pH 7,5, 37° C

Verbr. 0,1n-NaOH

Zeit, Spezif. Aktivitdt

Min. pro ml Veﬁ?chsansatz uMol/min - g Enzymprotein
10 0,036
26 0,072 0,82
30 0,112

Wie die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, besitzt die vorliegende
Enzympraparation deutliches Spaltungsvermdgen gegeniiber gewissen
Peptiden. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, da8 die Priparation
auch Anteile von Peptidasen enthalten konnte, so dafl eine endgiiltige
Klérung erst nach Vorliegen einer noch haher gereinigten Enzympripara-
tion méglich sein diirfte. Beziiglich der Differenzierung des Enzyms von
den genannten Peptidasen sei auf die Diskussion verwiesen.

Diskussion

Das im Rahmen der hier beschriebenen Untersuchungen isolierte
und partiell gereinigte Enzym ist eine induzierte Aminosdureacylase.
Wie die Ergebnisse der Versuche zur Substratspezifitit zeigen, werden
durch das Enzym N-Benzoylderivate von Aminosiuren in deutlich
stirkerem Mafe hydrolysiert als N-Acetylaminoséuren. Es liegt somit
ein bedeutender Unterschied gegeniiber den in tierischen Organen vor-
kommenden Enzymen Aminoacylase (3.5.1.14) und Aspartoacylase
(3.5.1.15) vor, da diese bevorzugt N-Acetylderivate von Aminosiuren
umsetzen. Besonders augenfillig wird dieser Sachverhalt bei vergleichen-
der Betrachtung der relativen Spaltungsgeschwindigkeiten der einzelnen
N-Acylaminosiuren. So werden durch das vorliegende Enzym in ab-
fallender Reihenfolge der Spaltungsgeschwindigkeiten bevorzugt die
N-Benzoylderivate von Glycin, Serin, Alanin, Asparaginsiure und
Methionin hydrolysiert (N-Benzoylglycin zu N-Benzoylmethionin = 8 : 1)
sowie die N-Acetylderivate von Alanin, Cystein, Tryptophan, Phenyl-
alanin und Methionin, wobei das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindig-
keiten von N-Acetylalanin zu N-Acetylmethionin 2 : 1 betrigt. Amino-
acylase spaltet N-Acctylderivate von Aminosiiuren in der Reihenfolge
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Methionin, Leuecin, Glutaminséure, Alanin, Valin und Glycin, wobei die
Verhiltnisse der Spaltungsgeschwindigkeiten N-Acetylmethionin zu
N-Acetylalanin 10 : 1 und N-Acetylmethionin zu N-Acetylglycin 50 : 1
betragen. Aspartoacylase spaltet N-Acetylasparaginsdure 3mal schneller
als N-Acetylmethionin, und alle anderen N-Acetylaminosduren lang-
samer als N-Acetylmethionin. Beziiglich der Spaltung von N-Benzoyl-
aminosguren durch Aminoacylase sind nur Angaben iiber die Hydrolyse
von N-Benzoylglycin (Hippurséure) bekannt®. Aminoacylase spaltet
Hippursidure 200- bis 300mal langsamer als N-Acetylmethionin; hin-
gegen spaltet das vorliegende Enzym Hippursiure etwa 12mal schneller
als N-Acetylmethionin. Durch dieses Verhalten ist das vorliegende
Enzym von den genannten Aminosdureacylasen eindeutig differenziert.

Die relativ gute Spaltung von Benzyloxyecarbonyl-glyeyl-r-phenyl-
alanin, dem optimalen synthetischen Substrat von Carboxypeptidase A
(3.4.2.1), durch das vorliegende Enzym weist auf die bekannte Verwandt-
schaft zwischen den Aminosiureacylasen und den Carboxypeptidasen
hin, Wihrend jedoch Carboxypeptidase A bevorzugt Derivate aromati-
scher Aminosiuren, und Carboxypeptidase B (3.4.2.2) bevorzugt solche
basischer Aminosiuren angreift, sind die N-Benzoylderivate aromatischer
und basischer Aminoséuren fiir das vorliegende Enzym als sehr un-
giinstige Substrate zu bezeichnen, wodurch eine Differenzierung von den
genannten Carboxypeptidasen hinreichend mdglich erscheint. Zu be-
merken sei hier, daf auch die von japanischen Forschergruppen studierten
Pilzacylasen aus Aspergillus und Penicillium bevorzugt N-Acetylderivate
aromatischer und basischer Aminosduren umsetzen (vgl. %7), d.h., daB
ihr Verhalten von dem des vorliegenden Enzyms eindeutig abweicht.

Die bevorzugte Hydrolyse von N-Benzoylglycin sowie die beobachtete
Spaltung von Glycyl-glycyl-glycin durch das vorliegende Enzym erfordert
eine vergleichende Betrachtung der von Feliz und Labouesse-Mercouroff >
beschriebenen Hefecarboxypeptidase (3.4.2.3); dieses Enzym hydroly-
siert bevorzugt N-acylierte Peptide mit carboxylterminalem Leucin oder
Glycin. Uber die Substratspezifitit der Hefecarboxypeptidase liegen nur
wenige Angaben vor, doch erméglichen die von den genannten Autoren
fiir dieses Enzym angegebenen Proteineigenschaften zusitzlich eine
klare Differenzierung. Gemif diesen Angaben ist Hefecarboxypeptidase
durch Ammoniumsulfat bis zu einem Séttigungsgrad von 0,7 nicht
fillbar, von Calciumphosphatgel nicht ohne véllige Inaktivierung eluierbar
und zeigt bei pH 7,5 minimale Stabilitdt, wihrend das Aktivititsoptimum
bei pH 6,0 liegt. Wie die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, liegen
somit véllig entgegengesetzte Befunde vor.

52 F. Feliz und J. Labouesse-Mercouroff, Biochim. Biophys. Acta 21, 303
(1956); F. Felix und N. Brouillet, Biochim. Biophys. Acta 122, 127 (1966).
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen somit erkennen, dalBl
es sich bei dem hier studierten Enzym um ein neues Enzymindividuum
handelt, dessen bevorzugte Substrate Hippursiure und &hnlich auf-
gebaute N-Benzoylaminosduren sind. Hs wird daher fir das Enzym in
Rinklang mit den Regeln der International Union of Biochemistry zur
Nomenklatur von Enzymen der Trivialname Hippurathydroluse sowie
die systematische Bezeichnung N-Benzoylaminosdure-amidohydrolase vor-
geschlagen.

Das Enzym darf nicht mit der urspriinglich als ,,Hippuricase® be-
zeichneten Aminoacylase (Acylase I) tierischen Ursprungs verwechselt
werden. Im Gegensatz zu diesem Enzym weist Hippurathydrolase als
erstes bekanntes Enzym eine spezifische Spaltungswirkung gegeniiber
Hippursdure auf.

Uber Eigenschaften der Hippurathydrolase sowie iiber die Biosynthese
in anderen Mikroorganismen und die biologische Bedeutung des Enzyms
wird in den folgenden Mitteilungen berichtet werden.



