ORIGINAL ARTICLES

Abteilung fir Physikalische Biochemie des Physiologisch-Chemischen Instituts' und Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Technolo-
gie? der Eberhard-Karls-Universitat, Tiibingen

Proteinanalytische Untersuchungen an Enzymtabletten

B. ScHuLz', S. Stoeva', W. VoeLTER! und P. C. ScHMIDT2

Enzymtabletten mit Butyrylcholinesterase (CHE) und Peroxidase (POD) weisen nach Einwirkung eines Tablettierdruckes
von 495 MPa verminderte Enzymaktivititen auf. Im Vergleich zur Losung des unverpressten Materials ergeben sich hin-
sichtlich der UV-Absorption und der Fluoreszenzintensitit keine Unterschiede. Geringe Differenzen treten lediglich bei
den CD-Spektren auf. Mit der Polyacrylamidgel-Elektrophorese werden keine fehlenden oder zusétzlichen Banden festge-
stellt. Paralleluntersuchungen werden an thermisch belastetem Ausgangsmaterial durchgefiihrt. Nach dem Erhitzen auf
150 °C zeigen die CHE und POD noch Restaktivititen, die UV-Absorptionen steigen mit der Dauer der Belastung an, bis
es zu Prizipitationen kommt. Die CD-Spektren der erhitzten Proben sind deutlich verdndert.

Analytical behavior of enzyme tablets

Enzyme tablets with butyrylcholine esterase (CHE) and peroxidase (POD) partly lose enzymatic activity during compac-
tion at a pressure of 495 MPa. Compared to solutions of the original enzyme, no changes of ultraviolet absorbance and
fluorescence intensity in the tablet solutions were found. Only small changes were observed in the far ultraviolet circular
dichroism spectra. Neither missing nor additional bands were detected with polyacrylamide gel electrophoresis. Heated
(150 °C) solid starting material with CHE and POD showed still part of its original enzymatic activity. The ultraviolet
absorbance increased with continued heating until precipitation occurred. The circular dichroism spectra are changed

clearly.

1. Einleitung

Die Enzyme Butyrylcholinesterase (EC 3.1.1.8; CHE) und
Peroxidase (EC 1.11.1.7; POD) erfahren durch eine Ta-
blettierung eine druckabhingige Abnahme ihrer Aktivitit
[1]. Es wurde gepriift, ob sich bei Messungen der UV-
Absorption bei 280 nm, der Fluoreszenzintensitit sowie
des Circulardichroismus im fernen UV an Ldsungen sol-
cher Enzymtabletten Unterschiede zum nichttablettierten
Ausgangsmaterial feststellen lassen. Ergidnzend wurde die
Polyacrylamidgel-Elektrophorese herangezogen. Die ent-
sprechenden proteinanalytischen Daten wurden zum Ver-
gleich mit den Tablettenproben auch von thermisch bela-
stetem Ausgangsmaterial erhoben. Zusitzlich wurde ein
Lyophilisat mit Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7; ACHE),
deren Aktivitit aber nicht bestimmt wurde, in die Untersu-
chungen einbezogen.

Uber proteinanalytische Untersuchungen an tablettierten
Enzymen liegen bisher nur vereinzelt Ergebnisse vor
[2, 3]. Groves und Teng [3] fanden fiir Urease mit Hilfe
der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese einige zusitzli-
che Banden mit hoherem Molekulargewicht. Bei Lipase,
o-Amylase und B-Glucuronidase waren keine deutlichen
Verdnderungen feststellbar.  Circulardichroismusspektren
von Enzymen nach Einwirkung von Tablettierdruck erga-
ben bei der Urease Hinweise auf eine geringe Verinde-
rung der Quartir- und Tertidirstruktur, nicht aber der Se-
kundirstruktur [2]. Fir a-Amylase und B-Glucuronidase
wurden ein Verlust an a-Helixstruktur und keine Verdnde-
rungen der Tertidr- und Quartirstruktur festgestellt. Fiir
Lipase blieb ein deutlicher Effekt aus [3].

Sehr umfangreich hingegen sind die Literaturangaben iiber
Strukturverdnderungen geloster Proteine unter Druck
[4—45]. Bei monomeren Proteinen werden erst zwischen
300 und 500 MPa Denaturierungserscheinungen beobach-
tet [15, 21, 27, 42]. Setzt man oligomere Proteine hydro-
statischem Druck aus, so kommt es bei Driicken im Be-
reich um 300 MPa zur Dissoziation in die Untereinheiten,
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da die Bindung zwischen den Proteinmonomeren gegen-
tiber den Bindungen zwischen Protein- und Wassermole-
kiilen bzw. zwischen den Wassermolekiilen allein die ge-
ringste Energie besitzt und somit am ehesten zerstort wird
[11, 15, 18, 21, 22, 24, 27, 28, 39, 45]. Die Dissoziation
geht mit einem Verlust an Enzymaktivitidt einher, der bei
kurzzeitiger Einwirkung von Driicken kleiner 300 MPa re-
versibel ist, wenn bei der Reassoziation die sterisch Kkor-
rekte Faltung der Monomeren erfolgt, was bei Tetrameren
weniger wahrscheinlich ist als bei Dimeren [16, 21, 28,
45]. Ubersteigt der Druck eine proteinabhingige, durch-
schnittlich bei 300 MPa gelegene Grenze, so treten neben
der Dissoziation und fehlerhaften Reassoziation Denaturie-
rungen in der Tertidr- und Sekundirstruktur auf. Es kann
dabei zur Entkniuelung des Proteinmolekiils kommen, in
deren Folge sich hydrophobe Strukturelemente aus dem
Molekiilinneren zur Oberfldche hin ausrichten. Diese hy-
drophoben Gruppen neigen zu intermolekularen Wechsel-
wirkungen, die zur Bildung von Molekiilaggregaten bis
hin zu Prizipitationen fiihren konnen [22, 31, 43, 44]. Im
Gegensatz dazu wurde bei Proteinen mit entsprechenden
strukturellen Voraussetzungen, z. B. dem Vorliegen inne-
rer, mit hydrophoben Aminosdureresten ausgekleideter
Hohlrdume, eine druckbedingte Volumenreduktion des
Proteinmolekiils durch intramolekulare hydrophobe Wech-
selwirkungen nachgewiesen [31, 33, 37]. Eine Verdnde-
rung der Anteile der einzelnen Sekundérstrukturelemente
durch Einwirkung hoher hydrostatischer Driicke ist vor
allem in der neueren Literatur beschrieben worden [14,
17, 30, 32, 35, 40]. Dabei zeigt sich hdufig, da Anteile
an o- und p-Strukturelementen zugunsten ungeordneter
Strukturen verringert werden, da letztere ein geringeres
Volumen in Anspruch nehmen. Die Primirstruktur wird
auch bei Einwirkung eines hydrostatischen Druckes von
mehreren GPa nicht zerstort [22, 30].

Beim Vergleich der analytischen Untersuchungsergebnisse
von in Losung und in fester Form komprimierten Protei-
nen ist vor allem das unterschiedliche Angebot an Wasser
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zu berticksichtigen. Nach Goossens et al. [30] stellen das
Wasser und seine druckabhingig verdnderte Struktur die
entscheidenden Voraussetzungen fiir druckbedingte Verin-
derungen der dreidimensionalen Proteinstruktur dar. Die
Anwendung von Tablettierdruck unterscheidet sich vom
hydrostatischen Druck des weiteren dahingehend, dass der
Tablettierdruck inhomogen auf das Protein wirkt und
durch Reibungen zusitzlich lokale Temperaturanstiege auf-
treten konnen [46]. SchlieBlich konnen proteinanalytische
Untersuchungen in Losungen zeitgleich mit der Druckein-
wirkung durchgefiihrt werden, wihrend bei der Tablettie-
rung entstehende Strukturverdnderungen irreversibel sein
miissen, um auch nach der Druckentlastung nachweisbar
Zu sein.

2. Untersuchungen und Ergebnisse
2.1. Enzymaktivitit

Durch die Tablettierung der Enzympridparate mit einem
Druck von 495 MPa erfuhr die CHE einen Aktivititsver-
lust von 11,6%. Der Aktivititsverlust der POD fiel mit
2,3% deutlich geringer aus. Durch das Erhitzen der En-
zympraparate auf 150 °C sank die Aktivitit beider En-
zyme innerhalb von 5 min um etwa 50%. Wihrend die
Aktivitit der CHE bei Verlangerung der Belastungsdauer
auf 20 min auf 7,2% abfiel, sank die Aktivitit der POD
nur auf 29,6% (Tabelle).

Die Aktivititsbestimmungen erfolgten von den klaren Lo-
sungen der Tabletten und der erhitzten Proben bzw. von

Tabelle: Priifung von Enzymtabletten und thermisch belaste-
tem Ausgangsmaterial

Préparat Ausgangs- Tabletten

material

Ausgangsmaterial auf 150 °C erhitzt

5 min 10 min 20 min

Enzymaktivitit (%)
CHE 100,0 88,4 54,8 34,5 7,2
POD 100,0 97,7 48,9 38,4 29,6

UV-Absorption (Azgo)
CHE 0,762 (k) 0,756 (k) 0,805 (k) 1,416 (t) 1,040 (t)
0,882% (t) 0,286* (P + k)
POD 0,510 (k) 0,477 (k) 0,593 (k) 0,603 (k) 0,625 (k)
ACHE 0,500 (k) 0,507 (k) 0,534 (k) 0,574 (k) 0,621 (t)
0,180* (P + k)

Fluoreszenzintensitit

CHE 109 109 120 —(t) 442 41°
POD 21 21 21 21 21
ACHE 84 84 76 71 29% 30
CD-Daten (Strukturanteile (%))
CHE a: 19,0 a: 18,5 a: 12,1
B: 37,7 B: 41,7 B: 65,5
K: 434 K:398 K: 224
POD «a: 16,5 a: 17,1 a: 11,8
B: 51,3 B: 54,3 pB: 60,6
K: 322 K: 28,6 K: 27,6
ACHE a: 40,0 a: 39,2 a: 31,8
B: 139 pP: 194 B: 33,1
K: 46,1 K:41,4 K: 35,1
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
CHE unveran-
dert
ACHE unverin-
dert

(k) klare Losung; (t) getriibte Losung; (P + k) Prizipitat mit klarem Uberstand; a im
Uberstand nach Zentrifugation bestimmt; b zu erwartende Intensitit bezogen auf den
aus der UV-Absorption berechneten Gehalt an noch 16slichem Protein; a: a-Helixstruk-
tur; 3: B-Faltblattstruktur; K: statistische Knéuelstruktur
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den Uberstiinden der zentrifugierten Losungen der erhitz-
ten CHE-Proben, die Prizipitate enthielten (vgl. 2.2.).

2.2. UV-Absorption

Die UV-Absorptionen bei 280 nm in den Losungen der
tablettierten und erhitzten Enzympriparate wurden mit den
Werten der Ausgangslosungen (unbehandelte Proben) ver-
glichen. Die Absorptionen beziehen sich auf eine Protein-
konzentration von 1 mg/ml.

Die Losungen der Enzymtabletten waren klar. Die Absorp-
tionen der Losungen aus den CHE- und ACHE-Tabletten
waren nicht signifikant veridndert, die der Losungen der
POD-Tabletten geringfiigig vermindert.

Nach Sminiitigem Erhitzen wurden noch klare Losungen
der Enzymproben erhalten, wobei sich die Absorptionen
signifikant erhohten. Die Losungen der POD-Proben blie-
ben auch nach verldngertem Erhitzen klar, die Absorptio-
nen bei 280 nm stiegen weiter an. Die Losungen der 10
und 20 min lang erhitzten CHE- und die der 20 min lang
erhitzten ACHE-Proben waren getriibt, so dass die in der
Tabelle aufgefiihrten Werte nur orientierenden Charakter
haben. Durch 15miniitige Zentrifugation bei 1600 U/min
gelang es, aus den Losungen der 20 min lang erhitzten
CHE- und ACHE-Proben das Prizipitat abzutrennen und
einen klaren Uberstand zu erhalten, in dem ebenfalls eine
Absorptionsmessung vorgenommen wurde (Tabelle).

2.3. Fluoreszenzintensitat

Die Fluoreszenzemission wurde nach Anregung bei
298 nm zwischen 310 und 420 nm registriert und auf eine
Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml berechnet. In den Lo-
sungen der Enzymtabletten wurden keine Unterschiede
zum Ausgangsmaterial festgestellt (Tabelle).

Nach dem Erhitzen bei 150 °C zeigten die drei untersuch-
ten Enzympriparate ein unterschiedliches Fluoreszenzver-
halten. Die Fluoreszenzintensitit der POD-Probe verin-
derte sich iiber den gesamten Belastungszeitraum nicht.
Bei den Proben mit CHE stieg die Fluoreszenzintensitiit
nach 5Smin bei 150 °C deutlich an. Nach 10 min war
keine Messung mehr durchfiihrbar, da keine klare Losung
erhalten wurde. Nach 20miniitigem Erhitzen wurde die
Fluoreszenzintensitit in dem nach Abzentrifugieren des
Prizipitates erhaltenen klaren Uberstand  bestimmt
(vgl. 2.2.). Die Fluoreszenzemission war verringert, was
aber hauptsidchlich auf die Verminderung der Proteinkon-
zentration durch Prézipitation zuriickzufiihren ist. Um die-
sen Einfluss abzuschitzen, wurde in Kenntnis von UV-Ab-
sorption und Proteinkonzentration der Ausgangsldsung aus
der UV-Absorption des Uberstandes die verbliebene Pro-
teinkonzentration errechnet. Unter Zugrundelegung dieser
Konzentration wire eine Fluoreszenzintensitit von 41 zu
erwarten gewesen. Der gefundene Wert von 44 liegt unter
Beriicksichtigung der moglichen Fehler, die aus dem be-
schriebenen Weg der Konzentrationsberechnung resultie-
ren, nur geringfiigig itiber dem Erwartungswert. Die Fluo-
reszenzintensitidt der erhitzten ACHE-Proben sank mit
zunehmender Belastungsdauer. Wird nach 20miniitiger Er-
hitzungsdauer, wie fiir die CHE-Proben beschrieben, die
Proteinkonzentration im Uberstand der zentrifugierten Lo-
sungen fiir die Berechnung der zu erwartenden Fluores-
zenzintensitdt herangezogen, so ist der gefundene Wert un-
wesentlich niedriger als der Erwartungswert (Tabelle).
Unter keiner der Versuchsbedingungen kommt es zu einer
Verschiebung der Lage des Emissionsmaximums bei
334 nm.
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2.4. Messung des Circulardichroismus (CD)

Die CD-Spektren im fernen UV (190 bis 250 nm) der ta-
blettierten bzw. erhitzten und anschlieBend gelosten En-
zympriparate wurden mit denen der Ausgangsmaterialien
verglichen. Bei Vorliegen von Prizipitaten erfolgte die
CD-Messung in den durch Zentrifugation geklédrten Losun-
gen. Die molare Konzentration wurde aus der gemessenen
UV-Absorption des Uberstandes bei 280 nm errechnet
(Tabelle), obwohl bei den erhitzten Proben nicht ausge-
schlossen werden konnte, dal die UV-Absorption durch
denaturiertes, aber noch 16sliches Protein beeinflusst wird.
Als mittleres Gewicht je Aminosdurerest (mean residue
weigth, MRW) wurden die fiir die reinen Enzyme in der
Literatur angegebenen Werte verwendet, obwohl die einge-
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Abb. 1: CD-Spektren der CHE-Proben nach Tablettierung (——-) und
thermischer Belastung (150 °C, 20 min) (-- - - - ) im Vergleich zur
Ausgangslosung ( )
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AbDb. 2: CD-Spektren der POD-Proben nach Tablettierung (——-) und
thermischer Belastung (150 °C, 20 min) (- - - - - ) im Vergleich zur
Ausgangslosung ( )
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Abb. 3: CD-Spektren der ACHE-Proben nach Tablettierung (— ——) und
thermischer Belastung (150 °C, 20 min) (- - - - - ) im Vergleich zur
Ausgangslosung (: )

setzten Enzympriparate unterschiedlich hohe Anteile an
Begleitproteinen enthielten (vgl. 3.). Danach wurde fiir
CHE und ACHE ein mittleres Gewicht je Aminosiurerest
von 115 [47] und fiir die POD von 110 [48] zugrunde
gelegt.

Mit Hilfe einer computerunterstiitzten Auswertung wurden
aus den erhaltenen CD-Spektren die Anteile der verschie-
denen Strukturelemente berechnet (Tabelle).

Nach der Tablettierung wurden bei den CHE-, POD- und
ACHE-Proben nur geringe Verinderungen in den Antei-
len der Sekundirstrukturelemente gefunden (Tabelle,
Abb. 1-3). Die quantitative Auswertung ergab eine ten-
denzielle Zunahme an f-Faltblattstruktur bei Abnahme der
statistischen Knéuelstruktur.

Starkere Veridnderungen der CD-Spektren waren nach Er-
hitzen der Enzympriparate iiber 20 min bei 150 °C zu be-
obachten (Abb. 1-3). Diese entsprechen einer Minderung
der Anteile an a-Helix- und statistischer Knéuelstruktur
sowie einem Zuwachs an [-Faltblattstruktur (Tabelle).

2.5. Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Mit Hilfe der nichtdenaturierenden Polyacrylamidgel-Elek-
trophorese nach Laemmli [49] wurde gepriift, ob in den
Losungen von Tabletten mit CHE und ACHE Aggregate
anderer Molekulargewichte als in den Ausgangslosungen
vorliegen. Sowohl bei den CHE- als auch bei den ACHE-
Proben sind nach der Tablettierung keine neuen Banden
niederen oder hoheren Molekulargewichts sichtbar.

3. Diskussion

Im Bereich der Analytik und klinisch-chemischen Diagno-
stik werden Reagenzien bisher nur selten in Tablettenform
angeboten. Das trifft auch fiir Enzyme zu, die als Hilfsen-
zyme oder Kontrollmaterialien benotigt werden und wegen
ihrer hohen Spezifitit zunehmend zum Einsatz kommen
[50].

In der Tablette kann die Aktivitit von Enzymen durch un-
terschiedliche Faktoren beeinflusst sein, wobei neben
Wechselwirkungen mit den Tablettierhilfsstoffen vor allem
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die Einwirkung der fiir die Tablettierung notwendigen
Druckkrifte eine Rolle spielt [1]. Als Ursache fiir den En-
zymaktivititsverlust nach Tablettierung, der je nach En-
zym bis zu 50% betragen kann, werden entweder durch
Partikelreibung bedingte thermische Denaturierungen oder
durch druckbedingte Volumenreduktion hervorgerufene
konformative Molekiilverdnderungen angenommen [50].
Zur Untersuchung der Einfliisse von Tablettierdruck und
thermischer Energie auf die Struktur von CHE, POD und
ACHE in kommerziell erworbenen Enzympriparaten von
unterschiedlichem Reinheitsgrad und Alter wurden die
Messung der UV-Absorption, der Fluoreszenzintensitit
und des Circulardichroismus sowie die Polyacrylamidgel-
Elektrophorese herangezogen. Der Anreicherungsgrad des
betreffenden Enzyms in einem Préparat richtet sich nach
dem Verwendungszweck. So reichen bei Cholinesterase
schon geringe Aktivititen fiir die Pestizidpriifung durch
Enzyminhibierung aus. Wir verwendeten ein solches Lyo-
philisat aus Pferdeserum fiir die Tablettierung. Die Bestim-
mung der Enzymaktivitit ergab 6 U/mg (Butyrylthiocholin
und 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesiure)). Da angereicherte
CHE eine spezifische Aktivitit von 778 U/mg (Butyryl-
thiocholin) erreicht [51], betrdgt der Gehalt an aktiver
CHE im eingesetzten Priparat etwa 1%. Bei der verwen-
deten POD betrug die ermittelte Enzymaktivitit 171 U/mg
(Wasserstoffperoxid und Phenol/4-Aminoantipyrin). Fiir
POD wird eine spezifische Aktivitit von 250 U/mg (Gua-
jakol) [52] bzw. 290 U/mg (Guajakol) [53] angegeben.
Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass die POD-Akti-
vitdt von 1 U/mg, bestimmt mit Guajakol als Substrat, ei-
ner Aktivitit von 2,1 U/mg bei Bestimmung mit Phenol/4-
Aminoantipyrin entspricht, enthilt das von uns verwendete
Produkt etwa ein Drittel reine POD. Die Aktivitit der
ACHE wurde nicht bestimmt. Aufgrund einer scharf von
zwei deutlich schwicheren Banden abgegrenzten Haupt-
bande im Elektropherogramm und einer guten Uberein-
stimmung des gefundenen CD-Spektrums mit Literaturan-
gaben [54, 55], gehen wir bei dem ACHE-Produkt von
einem hohen Anteil des betreffenden Enzyms im einge-
setzten Préparat aus.

Bei der Deutung der Ergebnisse der proteinanalytischen
Untersuchungen ist zu beriicksichtigen, dass die gewonne-
nen Daten aus der Summe aller im Priparat enthaltenen
Proteine resultieren. Da es sich, wie hergeleitet, bei keiner
der untersuchten Proben um ein reines Enzym handelt,
konnen aus den proteinanalytischen Daten demnach nur
bedingt Schlussfolgerungen auf strukturelle Verdnderungen
des einzelnen Enzyms gezogen werden.

3.1. Enzymaktivitit

Als Ursachen fiir den bei der Tablettierung von Enzymen
auftretenden Aktivitdtsverlust wird in der Literatur neben
reibungsbedingten Temperaturspitzen vorrangig die mit der
Kompaktierung einhergehende Volumenreduktion angese-
hen, da die Abnahme der Enzymaktivitit mit der Zunah-
me der scheinbaren Tablettendichte korreliert [1—3, 46,
50, 56]. Die Hohe des Aktivitidtsverlustes kann in Abhin-
gigkeit von der strukturellen Stabilitit des eingesetzten En-
zyms sehr unterschiedlich ausfallen, wie am Beispiel des
von uns untersuchten Enzymmaterials ersichtlich wird.
Wihrend die CHE bei einem Pressdruck von 495 MPa ei-
nen Aktivititsverlust von 11,6% erfihrt, betrdgt dieser un-
ter gleichen Bedingungen bei der POD nur 2,3%.

Obwohl keine signifikanten Hinweise auf irreversible und
damit mit Hilfe der verwendeten proteinanalytischen Ver-
fahren detektierbare Konformationsinderungen der En-
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zyme gefunden wurden, sind in Kenntnis der strukturellen
Eigenschaften beider Enzyme die Relationen der Aktivi-
tatsverluste durchaus zu erkldren. Die monomere, durch
Disulfidbriicken stabilisierte POD besitzt im Vergleich zur
tetrameren CHE weniger Moglichkeiten, ihre Raumstruk-
tur durch Druckeinwirkung zu verdndern. Des weiteren ist
das katalytische Zentrum der POD in einer tiefliegenden
“Héam-Tasche” lokalisiert [57, 58]. Die Bindung der pro-
sthetischen Gruppe in der ,,Him-Tasche sollte zu der ho-
hen konformativen Stabilitdt dieses Hohlraumes beitragen.
Der aktive Serinrest der CHE befindet sich hingegen nahe
der Molekiiloberfliche [26]. Das Substrat wird iiber eine
Reihe aromatischer Aminosédurereste zum aktiven Zentrum
geleitet und von solchen auch dort in der richtigen Posi-
tion fixiert [59, 60]. Aufgrund der Flexibilitit dieser Mole-
kiilregion und der Begilinstigung hydrophober Wechselwir-
kungen durch Druck ist es erkldrbar, dass die CHE viel
leichter als die POD lokalen Konformationsédnderungen
unterliegt, die zu Aktivitdtsverlusten fithren konnen.

Die Enzymproben wurden erhitzt, um ein stark wirksames
Denaturierungsverfahren zum Vergleich heranzuziehen,
das auch auf festes Enzymmaterial angewendet werden
kann. Durch fiinfminiitiges Erhitzen des Ausgangsmate-
rials auf 150 °C sinkt die Aktivitdt der POD ebenso wie
die der CHE um ca. 50%. Bei verldngerter Belastungsdau-
er sinkt die Aktivitdt der CHE deutlich stérker als die der
POD. Die CHE unterliegt aufgrund ihrer beschriebenen
strukturellen Eigenschaften offensichtlich einer stirkeren
Denaturierung als die POD, fiir die zudem die Existenz
einer hitzelabilen und einer hitzestabilen Fraktion festge-
stellt worden ist [61]. Die Ergebnisse der spektroskopi-
schen Untersuchungen bestitigen die unterschiedliche kon-
formative Stabilitdt beider Enzyme, die sowohl bei
thermischen als auch bei hyperbaren Belastungen zum
Ausdruck kommt.

3.2. UV-Absorption

Die Absorption ultravioletter Strahlung durch Proteine er-
folgt durch aromatische Aminoséurereste des Tryptophans,
Tyrosins und Phenylalanins. Die Untersuchungen an Lo-
sungen der druck- und temperaturbelasteten Enzymproben
wurden im Absorptionsmaximum bei 280 nm durchge-
filhrt. Im Falle einer Denaturierung von Proteinen in Form
einer Entknduelung konnen die ins Innere des Molekiils
ausgerichteten apolaren Aminosduren an die Molekiilober-
fliche gelangen. Diese Verdnderung der Zahl der spektro-
skopisch zugénglichen chromophoren Strukturelemente du-
Bert sich mit der hochsten Empfindlichkeit in einer
Absorptionsdnderung bei 280 nm.

Losungen aus CHE-, POD- und ACHE-Tabletten zeigen
nur geringfiigige Verdnderungen der UV-Absorption bei
280 nm im Vergleich zur Ausgangslosung und keine Ver-
schiebung des UV-Maximums zu kiirzeren Wellenlédngen,
wie Horikoshi et al. [62] bei Enzymen nach Einwirkung
von Druck- und Scherkriften fanden. Demnach ergeben
sich aus der Messung der UV-Absorption keine Hinweise
auf tablettierungsbedingte Proteinverdanderungen.

Das Erhitzen der Enzymproben mit CHE, POD und
ACHE fiihrt zu einer mit der Erhitzungsdauer zunehmen-
den Denaturierung, was sich in einem Anstieg der UV-Ab-
sorption duBert. Im Falle der POD korreliert die Zunahme
der UV-Absorption linear mit der Abnahme der Enzymak-
tivitdt, so dass anzunehmen ist, dass die von der Entkniue-
lung betroffenen hydrophoben Aminosduren im direkten
Bezug zum aktiven Zentrum des Enzyms stehen. Bei den
CHE- und ACHE-Proben resultiert die Hydrophobisierung

707



ORIGINAL ARTICLES

der Proteinoberfliche durch Denaturierung schlielich in
einer intermolekularen Aggregation bis hin zur Prizipita-
tion, die bei der POD ausbleibt.

3.3. Fluoreszenzintensitdit

Wie die UV-Absorption weist auch das Fluoreszenzverhal-
ten von Proteinen auf Verinderungen der Umgebung der
chromophoren Aminosiureseitenketten und damit auf Ver-
dnderungen der Sekundir- und Tertidrstruktur hin [63]. Es
wurde die Anregungswellenldnge von 298 nm gewihlt, so
dass nur die Fluoreszenzemission von Tryptophanresten
erfasst wird [48]. Das Emissionsmaximum wurde in
Ubereinstimmung mit Literaturangaben bei 334 nm gefun-
den [6, 64]. Gelangen Tryptophanreste bei der Proteinent-
knduelung in hydrophile Umgebung, erfolgt eine Rotver-
schiebung des Emissionsmaximums, wie von einer Reihe
von Autoren bei der Einwirkung hydrostatischen Druckes
auf Proteine gefunden wurde [35, 39, 40, 42, 45]. Bei den
untersuchten CHE-, ACHE- und POD-Préparaten kommt
es weder nach Einwirkung von Tablettierdruck noch durch
hohe Temperatur zu einer Verschiebung des Emissionsma-
ximums in diese Richtung. Demnach verbleiben die Tryp-
tophanreste dieser Enzyme unter den gewihlten Bedingun-
gen in ihrer hydrophoben Umgebung. Dennoch kann
sowohl die Zu- als auch die Abnahme der Fluoreszenzin-
tensitéit auf Energielibertragungen oder Veridnderungen von
Ladungsverhiltnissen im Proteinmolekiil hinweisen [31,
43, 48, 64].

In den Losungen der Enzymtabletten mit CHE, POD und
ACHE ist die Fluoreszenzintensitit im Vergleich zur Aus-
gangslosung unverdndert. Es liegt somit auch durch die
Fluoreszenzmessung kein Hinweis auf eine irreversible
strukturelle Verdnderung der Enzymproben infolge des Ta-
blettierdruckes vor.

Nach dem Erhitzen der CHE- und ACHE-Proben treten
signifikante Veridnderungen der Fluoreszenzintensitit auf,
die auf konformative Anderungen der Proteinstrukturen
schliefen lassen, ohne dass deren Lage und Art im einzel-
nen zu deuten sind. Nach Entfernung prizipitierten Pro-
teins durch Zentrifugation zeigt die im Uberstand verblei-
bende Proteinlosung nur geringe Abweichungen der
ermittelten Fluoreszenzintensitidt von dem errechneten Er-
wartungswert (vgl. 2.3.). Obwohl diese Werte nur bedingt
zur Beurteilung struktureller Verinderungen des noch ge-
losten Proteins herangezogen werden konnen, da die Be-
rechnung der Proteinkonzentration im Uberstand aus der
UV-Absorption nur orientierenden Charakter hat, deutet
ihre Konstanz iiber den gesamten Belastungszeitraum dar-
auf hin, dass die thermisch induzierten Konformationsin-
derungen nicht alle Proteinmolekiile gleichzeitig erfassen,
sondern dass mit zunehmender Belastungsdauer immer
mehr native Molekiile einbezogen werden.

Die Fluoreszenz der POD wird weder durch die Tablettie-
rung noch durch Erhitzen veridndert. Die besondere Stabili-
tit des einzigen Tryptophanrestes 117 der Meerrettich-
POD ist auf seine Lage in einer aus zwei helikalen Ab-
schnitten gebildeten Schleife zuriickzufiihren. Auch die
Moglichkeit einer Fluoreszenzloschung dieses Tryptophan-
restes durch das im Holoenzym gebundene Him ist im
Hinblick auf die geringe Fluoreszenzintensitit zu bertick-
sichtigen [57].

3.4. Circulardichroismus

Mit Hilfe der Circulardichroismus-Spektren von Peptiden
und Proteinen im Bereich des fernen UV konnen Aussa-
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gen zu deren Sekundérstruktur gemacht werden. Oberhalb
von 250 nm wird das CD-Spektrum durch aromatische
Aminoséurereste und Disulfidbriicken bestimmt. Die com-
puterunterstiitzte Ermittlung der prozentualen Anteile ein-
zelner Elemente an der Sekundérstruktur basiert auf dem
Vergleich des zu analysierenden Spektrums mit Spektren
von Verbindungen definierter Struktur. Das CD-Spektrum
der reinen o-Helix ist durch zwei negative Elliptizititsban-
den bei 222 und 208 nm sowie eine positive Bande bei
192 nm charakterisiert. Die (-Faltblattstruktur zeigt eine
negative Bande bei 216 nm und eine positive zwischen
195 und 200 nm. Neben der Lage der Banden spielt deren
Intensitiit bei der Beurteilung des Beitrages zu einer Struk-
tur eine Rolle [65, 66].

Bei allen drei untersuchten Enzymproben sind nach der Ta-
blettierung nur sehr geringe Verinderungen der Sekundir-
strukturelemente nachweisbar (Tabelle). Obwohl diese Ver-
dnderungen lediglich tendenziellen Charakter haben,
stimmen sie mit beschriebenen Effekten hydrostatischer
Druckeinwirkung auf andere Proteine tiberein [30, 35]. Da
jedoch die spezifische Eigenschaft der Enzymaktivitit so-
wohl der CHE als auch der POD eine Verminderung erfihrt,
sollte eine druckinduzierte Beeinflussung der aktiven Kon-
formation der Enzymmolekiile vorliegen. Bei der POD mag
diese Beeinflussung so gering sein, dass sie trotz einer ver-
hiltnismifig hohen Reinheit des eingesetzten Priparates
nicht nachweisbar ist, was mit dem geringen tablettierungs-
bedingten Aktivititsverlust in Ubereinstimmung steht. Bei
der CHE kann nicht ausgeschlossen werden, dass unter
der Druckeinwirkung strukturelle Verdnderungen auftreten,
die jedoch aufgrund des hohen Anteils an Fremdprotein
im eingesetzten Pridparat nicht detektierbar sind. Bei der
Beurteilung der CD-Spektren in Hinblick auf Indizien fiir
die verringerte Enzymaktivitit ist auBerdem zu berticksich-
tigen, dass aufgrund der hoheren konformativen Flexibili-
tit des aktiven Zentrums von Enzymen im Vergleich zum
Gesamtmolekiil bereits lokale Strukturverdnderungen er-
folgt sein konnen, wihrend mit Verfahren wie der CD-
Messung, die die Struktur des ganzen Molekiils erfassen,
noch keine Abweichungen ermittelt werden konnen
[45, 67].

Erst nach dem Erhitzen der Enzymproben iiber den Zeit-
raum von 20 min werden rechnerisch deutliche Unter-
schiede zum Ausgangsmaterial in Bezug auf die Anteile
der einzelnen Sekundirstrukturelemente, insbesondere der
[-Faltblattstruktur, festgestellt. Daran diirften insbesondere
die verminderten Betridge der negativen Elliptizititen bei
222 und 208 nm beteiligt sein. Die Abnahme der Elliptizi-
titen der negativen Cotton-Effekte insgesamt, sowie die
stirkere Abnahme der Elliptizitit bei 222 nm im Vergleich
zu der bei 208 nm sind sowohl bei der ACHE als auch bei
der POD als ein Indiz fiir Denaturierungen beschrieben
worden, die mit Enzyminaktivierungen einhergehen [47,
54, 57, 68]. Die gefundenen, auf eine Denaturierung hin-
weisenden Veridnderungen der Sekundirstruktur der unter-
suchten Enzymproben sollten demnach neben der Prézipi-
tation (CHE) zumindest teilweise fiir die Minderung der
CHE- und POD-AKktivitit nach zwanzigminiitigem Erhit-
zen auf 150 °C verantwortlich sein.

4. Experimenteller Teil

4.1. Material

Cholinesterase vom Pferd (EC 3.1.1.8) [6,0 U/mg]: Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen; Peroxidase aus Meerrettich (EC 1.11.1.7) [171,1 U/
mg]: Boehringer Mannheim GmbH; Acetylcholinesterase aus Rinderery-
throzyten (EC 3.1.1.7): Serva Feinchemica GmbH & Co., Heidelberg. Alle
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weiteren Substanzen und Reagenzien sind als kommerzielle Produkte er-
hiltlich und wurden in p.a.-Qualitdt verwendet.

4.2. Tablettierung

Die Matritze der Tablettenpresse (Korsch Pharmapress 103, Korsch-Pressen
Berlin) wird von Hand mit 50,0 mg des Enzyms befiillt und bei 495 MPa
zu biplanen, facettierten Tabletten eines Durchmessers von 6 mm kompri-
miert (weitere Tablettierbedingungen nach [1]).

Die Tabletten werden zunidchst in 5,0 ml Wasser gelost. Die Losung wird
fiir die weiteren Untersuchungen entsprechend den Angaben mit Wasser
verdiinnt.

4.3. Erhitzen der Enzympriparate

5,0 mg Enzymprobe werden in geritespezifische Ampullen eingewogen.
Das Erhitzen erfolgt tiber 5, 10 und 20 min bei 150 °C in einem TCS-
Metallblock-Thermostat (Labor Technik Barkey, Bielefeld). Nach dem Ab-
kiihlen wird die Masse mit 5,0 ml Wasser aus der Ampulle gespiilt und fiir
die weiteren Untersuchungen entsprechend den Angaben mit Wasser ver-
diinnt.

4.4. Aktivititsbestimmungen

Die Aktivitit der CHE wird in einem kinetischen Verfahren (405 nm) mit
Butyrylthiocholin als Substrat und 5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) als
Indikator bei 37 °C bestimmt [1].

Die Aktivitdt der POD wird in einem kinetischen Verfahren (510 nm) mit
Wasserstoffperoxid als Substrat und Phenol/4-Aminoantipyrin als Indikator
bei 25 °C bestimmt [1].

4.5. Messung der UV-Absorption

Von Losungen des Enzym-Ausgangsmaterials und der Tabletten wird die
UV-Absorption bei einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml bestimmt. Bei
den Losungen der erhitzten Enzymproben, die Prizipitate enthalten, wird
die UV-Absorption in dem durch Zentrifugation bei 1600 g/min (15 min)
(Megafuge 1,0 R, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode) geklirten Uberstand
ermittelt. Die Bestimmung erfolgt gegen das Losungsmittel in einer
Schichtdicke von 10 mm bei einer Wellenldnge von 280 nm mit einem
UVIKON 930 (Kontron Instruments GmbH, Neufahrn).

4.6. Messung der Fluoreszenzintensitit

Von den Losungen des Ausgangsmaterials, den Tablettenlosungen, den Lo-
sungen erhitzter Enzymproben und den Uberstinden der Losungen mit hit-
zeinduzierten Prézipitaten werden 100 ul mit 2000 ul Wasser verdiinnt
(Konzentration der Messlosungen 17 bis 48 ug/ml). Die Fluoreszenzspek-
tren (Doppelbestimmung) wurden nach Anregung bei 298 nm mit einer
Geschwindigkeit von 400 nm/min bei einer Spaltbreite von 5 nm in einem
Bereich von 310 bis 420 nm mit einem Perkin Elmer Luminescence Spec-
trometer LS 50 (Bodenseewerk P.E. & Co. GmbH, Stuttgart) aufgenom-
men.

4.7. Messung des Circulardichroismus

Die Konzentrationen der Losungen des Ausgangsmaterials, der Tabletten-
losungen, der Losungen erhitzter Enzymproben und der Uberstinde der
Losungen mit hitzeinduzierten Prizipitaten betrugen 1,6 bis 2,2 - 103 M
(berechnet auf MRW) (0,18 bis 0,25 mg/ml). Die CD-Spektren (Doppel-
bestimmung) wurden bei einer Spaltbreite von 1 nm, einer Auflésung von
0,1 nm/Messpunkt und einer Geschwindigkeit von 50 nm/min mit einem
Jasco J-720 Spectropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., LTD, Tokyo, Ja-
pan) in einem Bereich von 190 bis 250 nm aufgenommen. Der Stickstoff-
fluss betrug 3 I/min. Die Sekundirstrukturanteile wurden mit einem PC-
Programm J-700 fiir Windows (Japan Spectroscopic Co., LTD, Tokyo, Ja-
pan) berechnet (MRW fiir CHE und ACHE = 115, fiir POD = 110).

4.8. Nichtdenaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Es wurde das Verfahren nach Laemmli mit 7,5% Polyacrylamidgel verwen-
det [49].
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