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A new procedure for the isolation of highly purified
acylamino acid amidohydrolase from hog kidney is de-
scribed which allows the preparation of the enzyme with a
recovery of about 45%, a 200 fold purification and a
spec.activity of 350—500 U. The essential Zn’* of the
enzyme was exchanged for Co®*, Ni**, Mn®>* and Cd?*,
and the kinetic parameters Ky, k., and k.,/Ky of the
different enzyme species for a series of acetyl-L-amino
acids were determined.

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber
ein neues Priaparationsverfahren fiir Acylamino-
sdureamidhydrolase aus Schweineniere; dieses Ver-
fahren liefert in wenigen Schritten ein hochreines
Enzympriparat, das unter Einsatz relativ schonen-
der Methoden erhalten wird und eine héhere spezi-
fische Aktivitat aufweist als alle bisher beschrie-
benen Priiparate. In einer fritheren Arbeit haben wir
gezeigt, daB Acylaminosdureamidhydrolase aus
Schweineniere ein Metalloenzym ist, das pro Enzym-
molekiil zwei essentielle Zn**-lonen enthilt, die
durch Dialyse gegen Komplexbildner unter Inakti-
vierung des Enzyms entfernt werden k&énnen [1].
Reaktivierung des Enzyms ist moglich durch Zn**
oder Co®*, wobei mit Co** mit den meisten Sub-
straten eine hohere Aktivitdt erreicht wird als mit
Zn**. In der vorliegenden Arbeit setzen wir diese
Wntersuchungen fort und berichten iiber Reakti-
vierungsexperimente mit Cd>*, Mn?>* und Ni** so-
wie einen Vergleich der kinetischen Parameter des
mit verschiedenen Metallionen reaktivierten Enzyms
fiir eine Serie von Acyl-L-aminosduren.
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Enzympriparation
Herstellung eines Rohhomogenats

Rindengewebe von Schweinenieren wird im Ver-
hiltnis 1:4 mit einem 100 mMm Natriumphosphat-
puffer, pH 7.3, versetzt und | min im Ultraturax
homogenisiert: beim Homogenisieren werden pro
100 ml Homogenat 1,00 ml PMSF (Serva, Heidel-
berg) und 0.1 ml Trasylollésung (4000 Kallikrein-
inaktivatoreinheiten) (Bayer, Leverkusen) zugesetzt.
Das Rohhomogenat wird in Portionen aufgeteilt
und | min gepottert, danach bei Bedarf im Methanol-
bad bei —20°C eingefroren und im Tiefkiihl-
schrank aufbewahrt.

Hitzeschritt

Rohhomogenat wird in lauwarmem Wasser auf-
getaut und in der Kihlzentrifuge 10min bei
9000 Upm zentrifugiert. Nach Zugabe von 10% v/v
3M KCl-Losung wird das eiskalte Homogenat in
diinnwandige 10 ml Zentrifugengldser iiberfiihrt
und innerhalb von 2 min in einem Wasserbad von
80 °C ohne Riihren unter Thermometerkontrolle auf
75°C erhitzt. Nach schnellem Abkiihlen auf 0°C
wird bei 9000 Upm in der Kiihlzentrifuge innerhalb
10 min das ausgefallene Protein abgetrennt.

Ammoniumsulfatfillung

100 ml der nach dem Hitzeschritt erhaltenen
Losung werden innerhalb 1 Std. bis zu 30% Satti-
gung mit Ammoniumsulfat versetzt: der inaktive
Niederschlag wird in der Kilte abzentrifugiert und
bei 45% Sattigung das aktive Protein mit Ammo-
niumsulfat gefillt. Das abzentrifugierte Enzym
wurde in 5 ml Puffer (0,05 M Phosphat, 0.1 M NaCl,
pH 7.3) gelost und tiber Nacht gegen denselben
Puffer dialysiert.

Gelfiltration

Eine mit Fractogel TSK HW-55F (Merck, Darm-
stadt) gefiillte Sdule (750 x 26 mm) wurde mit
Puffer (0.05 M Phosphat, 0.1 M NaCl, pH 7.3) dqui-
libriert. Das im selben Puffer geloste Enzym wurde
mit einer FluBgeschwindigkeit von 60 ml/Std. iiber
die Sdule filtriert und das Eluat in 5 ml Fraktionen
gesammelt. Die Filtration findet bei 5 °C statt.

Chromatographie an Phenylsepharose

Eine Phenylsepharose-Saule (150 x 26 mm) (Phar-
macia, Uppsala, Sweden) wird mit Phosphatpuffer
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(0.05 M Phosphat. 0.1 M NaCl, pH 7.3) dquilibriert,
mit den vereinten aktiven Fraktionen der Gelfiltra-
tion beschickt und mehrere Stdn. mit demselben
Puffer gespiilt, bis kein Protein mehr eluiert wurde.
Die Entwicklung der Sdule und Elution des Enzyms
erfolgte mit einem von 0—350% linear ansteigenden
Gradienten von Ethylenglykol innerhalb von etwa
8 Stdn. Das aktive Enzym wurde zwischen 40-50%
Ethylenglykol eluiert.

Aktivititsbestimmung

Die Aktivititsbestimmung im kontinuierlichen
Test erfolgte mit Chloracetyl-alanin [2] als Substrat;
die Hydrolyse wurde in einem 0.1 M Phosphat/
Boratpuffer, pH 8.3 bei 40 °C im Zeiss PMQ II bei
238 nm verfolgt. Der molare Extinktionskoeffizient
des Substrats bei 238 nm betriigt 185 I xmol™'xem™.
Die Aktivititsbestimmung mit Acetylaminosduren
erfolgte im diskontinuierlichen Test mit o-Phthal-
aldehyd-Reagenz [3]. Die entnommenen Proben
wurden ohne Vorverdiinnung mit 2,5 ml o-Phthal-
aldehyd-Reagenz in der Kiivette gemischt und nach
30 s die Absorption bei 340 nm gemessen.

Herstellung des metallfreien Enzyms

Enzymlésung wird iiber Nacht gegen 1 mM Phe-
nanthrolin in 20 mM Ammonacetatpuffer pH 7,5
dialysiert, danach 3 mal gegen Ammonacetat uffer
ohne Phenanthrolin. Alle fiir den Aktivititstest ver-
wendeten Losungen wurden mit Chelex 100 (Bio-
Rad. Richmond, USA) von Metallen befreit, der
pH-Wert der Losungen wurde nachgestellt. Nach
der Dialyse zeigte das Enzym ohne Zusatz von
Metallionen keine Aktivitit.

Ergebnisse und Diskussion

Die bisherigen Verfahren zur Isolierung und
Reinigung der Acylase schlossen eine Sdurefdllung
und lonenaustauschchromatographie ein, beides
Schritte, die das Enzym nach unseren Erfahrungen
nicht gut vertrigt. Das hier vorgestellte Verfahren
verwendet an deren Stelle eine Hitzefillung, Chro-
matographie an Fractogel und Phenylsepharose.
Die Fractogelfiltration und die Chromatographie an
Phenylsepharose sind im wesentlichen frei von elek-
trostatischen Wechselwirkungen zwischen Enzym
und Trigermaterial. Das Enzym wird selbst bei

Notizen

relativ niedrigen lonenstirken sehr fest an Phenyl-
sepharose gebunden: wir nehmen an, daB eine
Mischung von hydrophoben Wechselwirkungen und
Affinititsbeziechungen an der Bindung beteiligt
sind. Unter 40% Ethylenglykol wird daher keine
Enzymaktivitdt eluiert; diese hohe Konzentration
an Ethylenglykol wird von dem Enzym nicht nur
problemlos vertragen sondern erweist sich auch als
besonders geeignet zur Aufbewahrung. So kann
man Acylase in einer Losung von 50% Ethylenglykol
bei Zimmertemperatur iiber Tage ohne Aktivitits-
verlust stehen lassen. Zur Entfernung des Ethylen-
glykols wird gegen Puffer ausreichender Ionen-
stirke dialysiert; dabei sollte ein Wert von 0.2 M
nicht unterschritten werden. da das Enzym bei
Ionenstirken < 0,2 M rasch seine Aktivitdt verliert.

Das Ergebnis der elektrophoretischen Reinheits-
priifung zeigt Abb. 1. Die Banden unterscheiden
sich durch eine groBere Schiirfe von denen der nach
fritheren Verfahren isolierten Enzympriparate.

Reaktivierung des metallfreien inaktiven Enzyms
durch Zn**, Co?*, Cd**, Mn?* und Ni**.

Das durch Dialyse gegen Phenanthrolin inakti-
vierte Enzym ldBt sich durch Zugabe von Metall-
ionen reaktivieren. Die Beziehungen zwischen der
Enzymaktivitit und dem molaren Verhidltnis von
Enzym zu Metallionen fiir Zn’>* und Co?* sind in
Abb. 2 wiedergegeben. Dieses Diagramm ldf3t er-
kennen, daB3 zur maximalen Reaktivierung 2 Metall-
ionen pro Enzymmolekiil erforderlich sind; die
Aktivitit des Co** Enzyms mit Chloracetylalanin
als Substrat ist hoher als die des Zn?* Enzyms.

Abb. I. Platten-Disk-Elektrophorese nach Maurer [5],
Gelsystem Nr. 1, Trennstrecke 10 cm. Aufgetragen wurden
verschiedene Fraktionen der Phenylsepharosesiule (bis zu
130 pg Protein). Die Fraktionen 8 und 9 entstammen
einem zweiten Aktivitdts- und Protein-peak, der stets noch
ein zweites inaktives Protein enthilt.
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Tab. I. Kinetische Parameter der Zn’*-, Co®*-, Ni**-, Mn?*- und Cd>*-Acylase fiir verschiedene

Acetyl(N—A)-L-Aminosiduren.

kca!

Substrat K, x10° ke » 1073 1073 Metallion  Bestimmt-
[mol/1] m heitsmaf*®
[sec™!] [1-mol~"-sec™!]

N—Ac-L-Leu 348+ 07 5.4 155 Zn** 0,99
N—Ac-L-Ala 821+20 7.3 90 Zn** 1,0
N—Ac-L-Phe 10,3+ 3 0,19 20 Zn?* 0,97
N-—Ac-L-Met 39+ 07 13,0 3327 Zn** 0,98
N—Ac-L-Leu 204+ 3 20,4 983 Co?* 1,0
N—-Ac-L-Ala 86+ 09 6.9 823 Co** 1,0
N—Ac-L-Phe 303+ 4 1.5 50 Co?* 0,94
N—Ac-L-Met 40+ 02 9.4 2343 Co?* 0,99
N—Ac-L-Leu 138+ 5 1,46 106 Ni?* 1,00
N—Ac-L-Ala 73 06 0,24 32,9 Ni2*+ 0,99
N—Ac-L-Phe 244+ 3 0,053 2,2 Ni®* 0,89
N—Ac-L-Met 3.7+ 007 1,86 503 Ni2* 0,99
N—Ac-L-Leu 98+ 2 0,57 58,3 Mn?* 0,96
N—Ac-L-Ala 69+ 05 0,14 20,3 Mn3* 0,99
N—Ac-L-Phe 442+ 4 0,077 1,7 Mn3* 0,82
N—Ac-L-Met 49 1,10 222,1 Mn?* 0,98
N—Ac-L-Leu 509 £ 10 0,16 3,2 Cd?* 0,96
N—Ac-L-Ala 345+ 4 0,103 3,0 Cd?* 0,94
N—Ac-L-Phe 686+ 5 0,024 0,35 Cd?* 0,93
N—Ac-L-Met 40+ 06 0,79 195,1 Cca*t 0,95
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40 1 Abb. 2. Beziehung zwischen Enzymaktivitit

und molarem Metallion/Enzym Verhiltnis fiir
20 Zn** —o— und Co?>* —e—. Substrat Chlor-
acethyl-L-alanin. Enzymkonzentration 0,5 mg/
H # ml = 5.8 UM (MT =86 0'00}
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Diese Befunde stiitzen die aus fritheren Experi-
menten gewonnene Erkenntnis [4], dal das Enzym
zwei aktive Zentren besitzt. Das Diagramm zeigt
ferner, daB die Enzymaktivitit gegen steigende
Zn**-Konzentrationen empfindlicher ist als gegen
steigende Co**-Konzentrationen.

Reaktivierung des metallfreien Proteins ist nicht
nur mit Zn** und Co** moglich sondern auch mit
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Cd**, Mn?* und Ni**. Ky, ke und ke/Ky-Werte
des durch verschiedene Metallionen aktivierten
Enzyms fiir eine Auswahl von Substraten sind in
Tab. I zusammengefaBt. k,/Ky ist ein MaB fiir die
relative Substratspezifitit bzw. fir die Priferenz
eines Enzyms fiir ein bestimmtes Substrat. Aus den
Werten dieser Tabelle sind folgende Schliisse zu
zichen: Mit Ausnahme von Acetyl-L-methionin
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werden die untersuchten Substrate vom Co** Enzym
mit hoherer Aktivitit umgesetzt als vom Zn?* Enzym.
Acetyl-L-methionin ist fiir alle Enzyme das beste
Substrat. k., und k. /Ky fiir dieses Substrat
nehmen in der Reihenfolge Zn’* > Co>* > Ni®* >
Mn** > Cd**-Enzym ab: fiir Acetyl-L-Leucin, Acetyl-
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L-alanin und Acetyl-L-phenylalanin lautet die Rei-
henfolge Co** > Zn>* > Ni** > Mn?* > Cd**. Fiir
jedes der Metalloenzyme werden die Substrate mit
abnehmender Geschwindigkeit in folgender Rei-
henfolge Acetvl-Met >-Leu >-Ala >-Phe umge-
setzt.
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