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Zusammenfassung: In der vorliegenden Arbeit wird
tiber eine durch kristalline Leucinaminopeptidase
und Rattenserum-Enzym katalysierte Transamidie-
rungsreaktion bei Verwendung von carboxylakti-
vierten Aminosduren (Amid bzw. Methylcellosolve-
ester) als Substrat berichtet. Es erfolgte die Identifi-
zierung von 2 Transamidierungsprodukten: L-Leu-
cyl-L-leucin (eingesetztes Substrat : L-Leucin-methyl-
cellosolveester) und L-Leucyl-L-leucinamid (einge-
setztes Substrat: L-Leucinamid).

Es konnte fiir die hydrolytische und die Transfer-
Aktivitdt der gleiche Wirkungsort wahrscheinlich
gemacht werden.

Im Falle der Dimerisierung von L-Leucinamid unter
Ammoniakaustritt wurde die Reaktion quantitativ
verfolgt, ein kinetisches Modell aufgestellt und auf
dieses die ,,steady state‘‘-Behandlung angewendet.

Einige kinetische Parameter werden mitgeteilt.

Summary: The present work describes the trans-
amidation of carboxyl-activated amino acids (amide
or methylcellosolve ester) by crystalline leucine
aminopeptidase and an enzyme from rat serum.
Two transamidation products were identified:
L-leucyl-L-leucine (substrate : L-leucine-methylcello-
solve ester) and L-leucyl-L-leucinamide (substrate:
L-leucinamide).

The same active centre is probably responsible for
both hydrolysis and transfer activity.

The dimerisation of L-leucinamide with loss of
ammonia was followed quantitatively, and the
resulting kinetic model was converted to steady
state conditions.

Some kinetic parameters are given.

In der Literatur sind zahlreiche Befunde tiber durch
Endopeptidasen in vitro katalysierte Transamidie-
rungen, Transpeptidierungen und Peptidsynthesen
durch Kondensation von Oligopeptiden niederge-
legt. Eine zusammenfassende Darstellung findet
sich bei FRuTON! sowie KAaTcHALSKI und SELAZ. Die

* Postanschrift: Prof. Dr. H. HansoN, X 402 Halle
(Saale), HollystraBe 1. ’

Abkiirz.: Mn-frei bzw. Mn-LAP s. S. 1527, Abs. 3b;
[E]o = totale Enzymkonzentration; [Leu-NHz]o = Aus-
gangskonzentration von L-Leucinamid ; [Leu-Leu-NHz]p
= Ausgangskonzentration von L-Leucyl-L-leucinamid,
17, S. FrutoN in H. NEURATH, The Proteins I, p. 189,
Academic Press, New York-London 1963.

2 E. KATCHALSKI u. M. SELA, Advances Protein Chem.
13, 369 [1958].

lange Zeit ungeklarte Frage, ob die enzymatische
Verkniipfung niedermolekularer Peptide (plastein-
aktiver Peptide) zu hohermolekularen Peptiden
(Plastein) durch Pepsin, Chymotrypsin und Trypsin
eine Kondensationsreaktion unter Wasseraustritt
ist oder durch Transpéptidierung, verbunden mit
Aufspaltung einer Peptidbindung, erfolgt, konnte
in neuerer Zeit durch WIELAND et al. entschieden
werden. Wihrend Horowitz und HAurowiTz3
noch 1955 bei der durch Chymotrypsin katalysier-
ten Plasteinreaktion dem Transpeptidierungsmecha-
nismus den Vorzug gaben, da sie keine Abnahme
der Zahl der Aminoendgruppen feststellen konnten,

3 J. HorowiTtz u. F. HAUROWITZ, J. Amer. chem. Soc.
77, 3138 [1955].
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zeigten WIELAND u. Mitarb.4~8 in einer Reihe von
U ntersuchungen unter Verwendung von syntheti-
schen plasteinaktiven Pentapeptiden, dafl sowohl
fiir Pepsin als auch fiir Chymotrypsin der Konden-
sationsmechanismus zutrifft.

Im Gegensatz zu den Befunden bei der Plastein-
reaktion handelt es sich bei der Polymerisation von
Dipeptidamiden durch Kathepsin C um einen
Transpeptidierungsmech anismus?- 19, Dieses Enzym
kann allerdings, wie neuere Untersuchungen ge-
zeigt haben!1,12, nicht linger zu den Endopeptid-
asen gezihlt werden. FRUTON hat daher den Namen
Dipeptidyltransferase vorgeschlagenll. Uber eine
Transamidierung unter Polymerenbildung bei Ein-
wirkung einer ungereinigten und physiko-chemisch
nicht ndher charakterisiertén Rinderlungenprotease
auf Aminosdureamide und -ester wurde bereits 1955
von DANNENBERG und SmiTH!3 berichtet. Eine

Dimerisation von D-Aminosdureestern (D-Methio-

nyl-isopropylester) beobachteten 1952 BRENNER
et al.14, wenn sie Rattenleberhomogenat als Enzym-
quelle einsetzten, wofiir vielleicht die Befunde von
FRrRUTON u. Mitarb.15 iiber die stereospezifische Wir-
kung einer gereinigten Aminoacyltransferase aus
Rinderleber auf p-Phenylalanyl-methylester unter
Bildung von D-Phenylalanyl-D-phenylalanin eine
Erkldarung liefern. Die Arbeitskreise um FrRuTON

4 T. WieLaND, H. DETERMANN u. E. ALBRECHT, Liebigs
Ann. Chem. 633, 185 [1960].

5 H. DETERMANN u. T. WIELAND, Makromolekulare
Chem. 44/46, 312 [1961].

6 H. DETERMANN u. O. Zipp, Liebigs Ann. Chem. 649,
203 [1961].

“ H. DETERMANN, O. Zipp u. T. WIELAND, Liebigs Ann.
Chem. 651, 172 [1962].

8 H. DETERMANN, H.-J. Torrr u. O. Zrrp, Liebigs Ann.
Chem. 670, 141 [1963].

9 H. WiRrz, A. TANAKA u. J. S. FRUTON, Biochemistry
[Washington] 1, 19 [1962]. )

10 J. S. FRUTON u. M. H. KNAPPENBERGER, Biochemistry.

[Washington] 1, 674 [1962].

11 R, M. METRIONE, A. G. NEVES u. J. S. FRUTON, Bio-
chemistry [Washington] 5, 1597 [1966].

12 R, J. PLANTA, J. GORTER u. M. GRUBER, Biochim.
biophysica Acta [Amsterdam] 89, 511 [1964].

13 A. M. DANNENBERG u. E. L. SMITH, J. biol. Chemistry
215, 55 [1955].

14 M. BRENNER, H. R. MULLER u. A. VETTERLI, Helv.
chim. Acta 35, 227 [1952].

15 T, A. KReNITSKY u. J. S. FrRUTON, J. biol. Chemistry
241, 3347 [1966].
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und HaNEes!8:17 haben schon sehr friihzeitig nach
Beziehungen solcher Reaktionen zur Peptidbio-
synthese gesucht. Inzwischen hat die Entdeckung
der DNA-kodierten Proteinbiosynthese die Be-
trachtungen iiber die Mitwirkung von Peptidasen
beim EiweiBsynthesevorgang stark zuriicktreten
lassen. Jedoch hat in neuerer Zeit die Auffindung
enzymatischer Transferfaktoren, die die Ubertra-
gung des Peptidylrestes auf Aminoacyl-sRNA (die
bereits codegerecht an den Komplex mRNA-Ribo-
som adaptiert ist) katalysieren, die Peptidasen mit
gleichzeitiger Esterasefunktion wieder etwas mehr
in das Gesichtsfeld proteosynthetischer Prozesse
geriickt. AuBlerdem ist eine gewisse eigenstindige
Rolle der Peptidasen bei Nebenwegen, wie bei-
spielsweise die spezifische Kettenverlingerung von
bereits synthetisierten Proteinen oder die Synthese
von kurzkettigen Peptiden durchaus nicht ausge-
schlossen. So gelang zum Beispiel Macu!8 der
Nachweis einer nichtkodierten Synthese von Poly-
peptidantibiotika in Bacillus brevis. Eine Ketten-
verlingerung der A-Kette des Insulins durch
Kathepsin C, wobei es zur Ubertragung von Gly-
cyl-L-tyrosyl-Resten auf den aminoterminalen Gly-
cyl-Rest kommt, konnten FRUTON u. Mitarb.1?
nachweisen.

Bei Untersuchungen in unserem Laboratorium iiber
den Zeitpunkt der Nachweisbarkeit bestimmter
Exopeptidasen und iiber die Stdrke ihrer Aktivitét
im Verlaufe der Embryonalentwicklung des Hiihn-
chens wurde bei Versuchen zur enzymatischen
Spaltung von L-Leucinamid durch Dottersack- und
Dotter-Homogenate (papierchromatographische
Methodik) beobachtet, daB3 auBer den erwarteten
Flecken von Leucin und Leucinamid eine weitere
ninhydrinpositive Substanz mit hGherem Rp-Wert
als Leucin auftrat20, Es lag nahe, an ein durch die
Enzymeinwirkung gebildetes Dileucin oder Di-
leucinamid zu denken. Da fiir diese Untersuchun-
gen Rohhomogenate des Dottersackes von Hithner-
embryonen oder deren Organe verwendet wurden,
waren Aussagen dariiber, ob die fiir die Leucinamid-
Spaltung in Betracht zu ziehende Leucinamino-

16 3. S. FRUTON, R. B. JOHNSTON u. M. FRIED, J. biol.
Chemistry 190, 39 [1951].

17 C. S. Hangs, F. J. R. HRp u. F. A. ISHERWOOD,
Biochem. J. 51, 25 [1952]. ’

18 B. MacH, Schweiz. med. Wschr. 26, 944 [1964].

19 C, Zioubrou, S. Fuir u. J. S. FruToN, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 44, 439 [1958].

20 E. MULLER, Dissertat. Math.-Nat. Fak., Univ. Halle
1965.
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peptidase eine eventuelle Verkniipfungsreaktion
katalysieren konne, nicht moglich. Deswegen wurde
zur Klidrung dieser Frage kristalline Leucinamino-
peptidase aus Rinderaugenlinsen?! auf L-Leucin-
amid und einige andere Substrate zur Einwirkung
gebracht. Die in diesen Untersuchungen bei Leucin-
amidzusatz auftretende ninhydrinpositive Substanz
mit hohem Rr-Wert wurde angereichert und konnte
als L-Leucyl-L-leucinamid identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit wird iiber diese In-vitro-
Transferreaktionen in Systemen mit L- oder D-
Leucinamid, L-Valinamid, L-Phenylalaninamid bzw.
gewissen L-Aminosiure-methylcellosolveestern als
Aminoacyldonator und -acceptor unter Verwen-
dung von kristallisierter Rinderaugenlinsen-Leucin-
aminopeptidase berichtet. Erste kinetische Ansitze
werden mitgeteilt.

Material und Methoden

1. Reagenzien

Tris[hydroxymethyllaminomethan, p.a. (Arco); zur Be-
reitung von Tris-HCI-Puffer im pH-Bereich 7,0—9,1.
Borsdure, p.a.; zur Bereitung von Borat-NaOH-Puffer
im pH-Bereich von 9,2—10,0.
Diisopropylfluorophosphat (Uhlein Chemie, Berlin-Wil-
mersdorf).

2-Mercapto-dthanol puriss. p.a. (Fluka AG).
p-Chlormercuri-benzoat (Fa. Light & Co.).
FlieBmittelsysteme fiir die aufsteigende Papierchroma-
tographie:

System I: sec. Butanol/Ameisensdure/Wasser (80:10:10)
System I1: Isoamylalkohol/Pyridin/Wasser (6:7:6)

2. Substrate und Referenzsubstanzen
L-Leucinamidacetat, dargestellt nach CHAMBERS und
CARPENTER?2;
Schmp. Lit.22 125—126°C N ber. 14,65

[x]3° Lit. + 9,2528
1240C N gef. 14,74

[x]3° gef. + 9,0 (¢ = 5; in Wasser)
L-Valinamidacetat, in Analogie zum Leucinamidacetat
dargestellt22:

papierchromatographisch
nicht vollig rein

Schmp. gef.

N ber. 15,92
N gef. 15,70

21 H. HaNsoN, D. GLAsSErR u. H. KIRSCHKE, diese Z.
340, 107 [1965].

22 R. W. CHAMBERS u. F. H. CARPENTER, J. Amer. chem.
Soc. 77, 1522 [1955].

23 0. K. BEHRENS u. M. BERGMANN, J. biol. Chemistry
129, 587 [1939].
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L-Phenylalaninamidacetat, in Analogie zum Leucin-
amidacetat dargestellt22:

Schmp. gef. 110°C N ber. 12,50

N gef. 12,41

L-Leucyl-L-leucinamidacetat2* wurde nach der Azid-
methode in Anlehnung an24 dargestellt:

Schmp. gef. 125—130°C N ber. 13,88
N gef. 13,80
[«)i% + 6,6  (c = 3; in Wasser)

Glycyl-L-tyrosinamidacetat, dargestellt nach VAUGHAN
und OsAT0?5:

Schmp. gef. 145°C N ber. 14,10 [«]3° Lit. + 28,026

N gef. 13,80 [«]3° gef. + 29,0
(¢ = 10;in Wasser)

Weiterhin wurden verwendet :

L-Leucyl-L-leucin® (Schuchardt), p-Leucinamidacetat®
und die Methylcellosolveester® von L-Leucin, L-Phenyl-
alanin und L-Tyrosin®. i

3. Enzymprdparationen

a) Rattenserum

Durchschnittlich 200 g schweren weiblichen Albino-
ratten wurde in Athernarkose durch Herzpunktion Blut
entnommen und das Serum bei 2—3°C Rotortempera-
tur in einer Kiihlzentrifuge (,,Eispirouette‘‘, Phywe AG,
Gaottingen) bei einer Normalbeschleunigung von 3000
bis 5000 X g abgetrennt. Das so gewonnene nicht himo-
lytische Serum kam stets unmittelbar nach der Zentri-
fugation zur Verwendung.

b) Kristalline Rinderaugenlinsen-Leucinaminopeptidase

Es wurden rekristallisierte, an unserem Institut nach
1.c.21routinemaBig hergestellte Enzympréparationen ein-
gesetzt. Dabei fanden sowohl Praparationen, die durch
kombinierte Zink-Hitze-Behandlung in Abwesenheit
von Mangan-Ionen gewonnen wurden (mit ,,Mn-frei‘
bezeichnet), als auch solche, die unter gleichzeitiger Zu-
gabe von Mn-Ionen kristallisiert worden waren (mit
,>Mn-LAP‘‘ bezeichnet) Verwendung. In der Transfer-
aktivitdt zeigte sich allerdings keinerlei Unterschied, .
wenn bei den Mn-freien Praparationen nachtraglich mit
Mn2® oder Mg2® aktiviert wurde. Da fiir die an unse-

* Die hochgestellten Buchstaben sind Hinweise auf die
entsprechende Stelle im Dank am SchluB3 der Arbeit.
24 E. L. SmitH, D. H. SPACKMAN u. W. J. POLGLASE, J.
biol. Chemistry 199, 801 [1952].

25 J, R. VAUGHAN u. R. L. OsaTo, J. Amer. chem. Soc.
73, 5553 [1951].

26 M. BERGMANN u. J. S. FrRuToN, J. biol. Chemistry
145, 253 [1942].
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rem Institut aus Rinderaugenlinsen- isolierte Leucin-
aminopeptidase alle bisher durchgefiihrten Reinheits-
priiffungen ein homogenes Enzym gezeigt hatten27?.28,
konnte bei kinetischen Auswertungen und Aktivitats-
vergleichen unter Zugrundelegung einer Molmasse von
32590028 die nach Lowry bestimmte Konzentration an
Enzymeiweill in molaren Konzentrationen ausgedriickt
werden.

4. Definitionen
1. Prozent Hydrolyse vom Gesamtumsatz:

wMol Aminosdure freigesetzt
uMol Substrat umgesetzt

II. Prozent Transfer vom Gesamtumsatz:
wMol Dimerisat gebildet
wMol Substrat umgesetzt ’
II1. Prozent Substrat umgesetzt:
wMol Substrat umgesetzt
wMol Substrat eingesetzt'

Die freigesetzte Menge Aminosidure und die Menge an
Dimerisationsprodukt wurden jeweils experimentell be-
stimmt und daraus die umgesetzten Mikromole Substrat
errechnet.

Es ist zu beachten, daB der hier gebrauchte Begriff Pro-
zent Hydrolyse nicht mit dem in der Literatur hiufig
anzutreffenden Ausdruck der prozentualen Hydrolyse
fiir den Gesamtumsatz eines Substrates identisch ist.
Vielmehr wurden Prozent Hydrolyse und Prozent Trans-
fer so gewihlt, daB sie sich, wie aus der Definition her-
vorgeht, immer zu 1009 erginzen, so daB in jedem
Zeitpunkt ersichtlich ist, in welchem AusmaBe Hydro-
lyse und Transfer am Substratumsatz beteiligt sind.

5. Isolierung und Identifizierung der Transferprodukte
L-Leucyl-L-leucin und L-Leucyl-L-leucinamid

a) Isolierung

Die Inkubationsansidtze besaBen folgende Zusammen-
setzung:
0,1 m/ Enzymverdiinnung (krist. Leucinaminopeptid-
ase, 1073 mg N/m/)

MgCls (5 - 1072m)

Substrat (1M): L-Leucinamid fiir die Isolierung
von L-Leucyl-L-leucinamid und L-Leucylme-
thylcellosolveester fiir L-Leucyl-L-leucin

Tris-HCl-Puffer (pH 8,5)

0,2 m!/
0,1 m/

0,6 m/

Diese Ansitze wurden bei 379C 5 Min. lang im Thermo-
staten inkubiert, danach wurden 0,8—1,2 m/ strichfér-
mig auf 4—5 Chromatogramme aufgetragen (Chro-

27 H. HANSON, D. GLASSER, M. LUDEWIG, H.-G. MANNS-
FELDT, M. JoHN u. H. NEsvADBA, diese Z. 348, 689
[19671. .
28 K. KRETSCHMER u. H. HANsoON, diese Z. 340, 126
[1965].
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matographiepapier FN 13 des VEB Spezialpapierfabrik
Niederschlag/Erzgeb.). Nach aufsteigender Chromato-
graphie (FlieBmittel I) und Markierungsfirbung mit

. Ninhydrin wurden gleich groBe Papierstreifen, auf denen

das jeweilig interessierende Produkt lokalisiert war, zu-
sammen mit benachbarten Kontrollstreifen ausgeschnit-
ten und die Substanzen mit Methanol eluiert. Versuche,
das FlieBmittel auch als Elutionsmittel zu verwenden,
filhrten zu starken Substanzverlusten durch Humini-
fizierung und Diketopiperazinbildung beim freien Di-
peptid. Die stets mitgefiihrten Kontrollstreifen wurden
auf Peptidfremdmaterial in den verwendeten Papier-
chargen gepriift.

Durch dieses mikropraparative Verfahren lieBen sich im
Durchschnitt 30— 50 g Transferprodukt pro Chromato-
gramm isolieren. Die Eluate wurden fiir die weiteren
Versuche zur Identifizierung im Kaltluftstrom eingeengt
und ihr Gehalt an Dipeptidamid bzw. Dipeptid durch
quantitative Papierchromatographie bestimmt.

b) Identifizierung

Die Identifizierung erfolgte durch Referenzlaufe mit den
synthetisch dargestellten Substanzen in den FlieBmittel-
systemen I und II, Priifung der Alkalistabilitdt (da zu-
nichst Verdacht auf Bildung eines Aminosdureesters
bestand), Ermittlung der Extinktionsvervielfachung des
Ninhydrinfarbstoffes nach enzymatischer Totalhydro-
lyse mit kristalliner Leucinaminopeptidase, wobei als
einziges ninhydrinpositives Endprodukt Leucin ent-
stand, sowie durch Vergleich des experimentellen und
theoretischen Quotienten Gesamtstickstoff: Amidstick-
stoff. Die Bestimmung des Gesamtstickstoffes erfolgte
nach einer an unserem Institut entwickelten Mikro-
methode?9d, Zur Ermittlung des Amidstickstoffes wurde
ebenfalls die enzymatische Totalhydrolyse in Verbin-
dung mit einer Mikro-Conway-Diffusionstechnik3? und
der Indophenolblaureaktion3! herangezogen. Die Zu-
verldssigkeit der Amidstickstoff-Bestimmung von Ami-
nosdureamiden wurde mit bekannten Einwaagen von
L-Leucinamid nach Totalhydrolyse mit Leucinamino-
peptidase (5 - 10~2 mg N/ml/) iiberpriift. Der Prozent-
satz der Wiedergewinnung lag zwischen 97 und 100.

6. Bestimmung der Hydrolyse- und Transferaktivitdr

Es wurde von 2 miteinander nicht in Beziehung stehen-
den Bestimmungsmethoden Gebrauch gemacht: a) Mi-
kroinkubationen in Verbindung mit der quantitativen
Papierchromatographie und b) spektrophotometrische
Bestimmung der Ultraviolettabsorption der Peptid-
(Sdureamid)bindung bei 225 nm. Die getrennte Be-
stimmung von Hydrolyse und Transfer in einem In-

29 P, BoHLEY, diese Z. 348, 100 [1967].

30 H. FAsoLD, P. LINHART u. F. TURBA, Biochem. Z. 336,
182 [1962].

31 H. WELLER, Rontgen- u. Laboratoriumsprax. XV.
Jahrg., Heft 14, L 77, L 142 [1962].
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kubationsansatz war nur mit der quantitativen Papier-
chromatographie moglich.

Bei den spektrophotometrischen Untersuchungen wurde
zur Klirung bestimmter Befunde in der Zeit-Umsatz-
Kurve (s. dort) im betreffenden Zeitabschnitt diskonti-
nuierlich Inkubationsgemisch entnommen und qualita-
tiv durch Papierchromatographie auf Bildung von
Transamidierungsprodukt untersucht.

a) Quantitative Papierchromatographie

Die Auswertung erfolgte durch Probeentnahmen aus
den Mikroinkubationsansitzen (0,1 m/ Gesamtvolu-
men) und aufsteigende Papierchromatographie im
FlieBmittelsystem I, wobei die Entwicklung der Chro-
matogramme und die Elution des Dioxohydrindyliden-
dioxohydrindamin-Farbstoffes nach32 vorgenommen
wurde. Die Anzahl der freigesetzten Mikromole Amino-
sdure bzw. Transamidierungsprodukt L-Leucyl-L-leucin-
amid wurden tiber die auf jedem Chromatogramm mit-
gefiihrten Eichwerte, bei L-Leucyl-L-leucinamid in eini-
gen Fillen auch iiber den molaren Extinktionskoeffi-
zienten erhalten.

Die Extinktionsmessungen erfolgten bei einer Wellen-
linge von X = 578 nm und einer Schichtdicke . von
d = 1cm oder d = 2cm an einem Eppendorf-Photo-
meter.

b) Spektrophotometrische Bestimmungen im UV-Bereich

Die Aminosdureamid- und die Peptidbindung zeigen im
UV zwischen 200 und 240 nm eine je nach Art der
Seitenketten unterschiedlich starke, im allgemeinen je-
doch gegeniiber den freien Aminosduren deutlich er-
héhte Absorption, so daB3 deren Hydrolyse durch Ver-
folgung der Extinktionsdnderung meBbar ist.

Fiir die Bestimmung der Peptidaseaktivitidten mit nieder-
molekularen synthetischen Substraten, wobei in der
MeBkiivette je nach Reinheit der Enzympréiparation
stets eine mehr oder weniger hohe stérende Eiweil3-
konzentration vorliegt (Streulichteffekt), ist eine Mes-
sung bei kiirzeren Wellenldngen als 220 nm kaum noch
sinnvoll, zumal dort die Absorption der freien Amino-
siuren steil ansteigt. Uber die Bestimmung von Pepti-
daseaktivitdten durch Absorptionsmessungen zwischen
200 und 240 nm ist bereits mehrfach berichtet wor-
den33-35,

Mit L-Leucinamid als Substrat haben BINKLEY und
TorREs33 die Messungen bei 235 und 240 nm ausgefiihrt.
Wenn jedoch die Proteinkonzentration niedrig gehalten
werden kann, wie im Fall der hier verwendeten hoch-
gereinigten kristallisierten Leucinaminopeptidase, so
empfiehlt sich die Bestimmung bei 225 nm, da bei dieser

32 P, BoHLEY, Naturwissenschaften 14, 326 [1962].

33 F. BINKLEY u. C. TORRES, Arch. Biochem. Biophysics
86, 201 [1960].

34 A. ScumiITT u. G. SIEBERT, Biochem. Z. 334, 96 [1961].
35 L. I. StoBiIN u. F. H. CARPENTER, Biochemistry
[Washington] 5, 499 [1966].
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Wellenldnge die Differenz der molaren Extinktions-
koeffizienten (€Leu-NH,—€Leu) grofer ist als bei 235nm.
Sie betrug 104 unter Versuchsbedingungen, unter denen
der molare Extinktionskoeffizient fiir Leucin zu 30 be-
stimmt wurde. Die Messungen wurden im ,,Uvispek‘‘-
Spektrophotometer der Fa. Hilger & Watts, London,
bei einer Schichtdicke von 0,5 cm, einer Spaltbreite von
1,15 mm und einem Endvolumen von 1,0 m/ ausge-
fihrt.

Die Inkubation erfolgte bei 38 4 0,1°C nach ausrei-
chender Vortemperierzeit. Die Vergleichskiivette ent-
hielt den jeweiligen Puffer, eine dem Hauptansatz dqui-
valente Enzymkonzentration und gegebenenfalls die im
Hauptansatz verwendete Menge an Effektor. Der Ex-
tinktionsabfall in der MeBkiivette nach Start mit Enzym
wurde 10—15 Min. lang verfolgt und die Initialge-
schwindigkeit der Reaktion (A E/Min.) aus der Neigung
des linearen Teiles der Extinktions-Zeit-Kurve be-
stimmt. Der A E/Min.-Wert, bezogen auf 1 cm Schicht-
dicke ergab nach Division durch die Differenz (eLeu-NH,
—eLey) die umgesetzten Mole Substrat pro Liter und
Minute.

7. Test auf Kathepsin-C-Aktivitdt

Der Nachweis einer durch Leucinaminopeptidase kata-
lysierten Transferreaktion, der unseres Wissens bisher
trotz gezielter Versuche36, noch nicht gelungen ist, lie
zunédchst eine Spurenverunreinigung unserer Enzym-
praparation mit Kathepsin C, von dem man weiB, dafl
es zahlreiche Reaktionen dieser Art katalysiert, moglich
scheinen. Es wurde deshalb Glycyl-L-tyrosinamid (End-
konzentration 0,05M) bei pH 4,9 (Citratpuffer 0,05M)
unter Zusatz von Mercaptodthanol (Endkonzentration
10-2M) mit rekristallisierter Leucinaminopeptidase in-
kubiert. Die Auswertung erfolgte auch hier papierchro-
matographisch, wobei als Referenzen Glycin, Glycyl-L-
tyrosin, L-Tyrosinamid und Tyrosin mitgefiihrt wurden.
Unter den gegebenen Bedingungen traten keine papier-
chromatographisch nachweisbaren Spaltprodukte auf.
Bei einem pH-Wert von 8,1 und sonst gleichen Bedin-
gungen erfolgte die Spaltung, wie erwartet, schrittweise
vom Aminoende her.

Ergebnisse

1. Identifizierung von L-Leucyl-L-leucin und
L-Leucyl-L-leucinamid

Nach préparativer Isolierung im Mikroma@Bstab der
im FlieBmittelsystem I aus dem Inkubationsgemisch-
abgetrennten Substanzen wurden diese bei Zimmer-
temperatur mit 1IN NaOH 30 Min. lang der alka-
lischen Hydrolyse unterworfen. Beide Verbindungen
erwiesen sich unter diesen Bedingungen als alkali-

36 R. L. HiLL u. E. L. SMITH, 1. biol. Chemistry 224, 209
[1957).
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stabil. Die enzymatische Totalhydrolyse ergab die
erwartete Extinktionsverdoppelung, wenn man in
Rechnung setzt, da} die papierchromatographisch
ermittelten millimolaren Extinktionskoeffizienten
fiir Leucin im Mittel rund 20 (& 19%) und fiir syn-
thetisches L-Leucyl-L-leucin und L-Leucyl-L-leucin-
amid 10 (4 59 betrugen (s. Tab. 1).)

Tab. 1. Vergleich der Extinktionen nach Ninhydrin-
reaktion der enzymatisch totalhydrolysierten Substan-
zen und der nichthydrolysierten Verbindungen (Ver-
gleichsinkubation) bei 1 cm Schichtdicke und 578 nm.

Enzymatisches Vergleichsinkubation
Totalhydrolysat

Leucyl-leucinamid

0,293 0,078

0,277 } MeBwerte 0,070 } MeBwerte
0,284 0,073

0,285 Mittelwert 0,073 Mittelwert
— 0,032 mittl. Leucinleer- — 0,017 Papierleerwert
wert des Eluates

+ Papierleerwert
= 0,255* korrig. Wert =0,056* korrig. Wert

Leucyl-leucin

0,212 0,055
0,204 ; MeBwerte 0,054 } MeBwerte
0,230 0,055
0,215 Mittelwert 0,055 Mittelwert
— 0,026 mittl. Leucinleer- — 0,014 Papierleerwert

wert des Eluates
+ Papierleerwert

= 0,189**korrig. Wert =0,041**korrig. Wert

* Extinktionsverhiltnis vor Hydrolyse : nach Hydrolyse = 0,056 X
2:0,255 = 1:2,28 (der Korrekturfaktor 2 ergibt sich aus dem Ver-
héltnis der molaren Extinktionskoeffizienten el eu-Leu-NH;:€Leu =
1:2).

** Extinktionsverhdltnis vor Hydrolyse:nach Hydrolyse =
0,041 X 2:0,189 = 1:2,3 (der Korrekturfaktor 2 ergibt sich aus dem
Verhiltnis der molaren Extinktionskoeffizienten €L eu-Leu:€Leu =
1:2).

Obwohl die erhaltenen Extinktionsverhiltnisse
1:2,28 und 1:2,3 beide iiber. dem theoretischen
Wert 1:2 liegen, was als systematischer Fehler be-
wertet werden konnte, glauben wir uns doch be-
rechtigt, von einer ungefahren Extinktionsverdoppe-
lung zu sprechen, zumal umfangreiche Unter-
suchungen der papierchromatographischen Me-
thodik einen nicht unbetridchtlichen statistischen
Fehler in den betreffenden Extinktionsbereichen
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ergeben: Leucin 1%, mittlerer Leucinleerwert des
Eluates 6%, L-Leucyl-L-leucin 109, r-Leucyl-L-
leucinamid 14 % (detailliertere Angaben siehe37).
In spateren Versuchen wurde von einer hinsichtlich
der Farbausbeute methodisch verbesserten quanti-
tativen Papierchromatographie Gebrauch ge-
macht38, wobei besonders durch die 2- bis 3fach
verldngerten Trockenzeiten des durch die Ent-
wicklerlosung (0,5proz. Ninhydrin in Aceton) ge-
zogenen Chromatogrammes die Ninhydrinreaktion
auf dem Papier vollstdndiger ablduft. Nach diesem
Verfahren lag bei gleichbleibendem Wert fiir Leucin
der millimolare Extinktionskoeffizient fiir L-Leucyl-
L-leucinamid bei 13,5, was bei den Berechnungen
entsprechend Beriicksichtigung fand.

Ein weiterer Identitdtsnachweis war von der Be-
stimmung des Quotienten Gesamtstickstoff : Amid-
stickstoff zu erwarten.

Bei den geringen zur Verfiigung stehenden Sub-
stanzmengen kamen fiir die Analysen nur Mikro-
methoden in Frage. Die im methodischen Teil ge-
nannten und auf ihre Brauchbarkeit getesteten Me-
thoden wurden auf die mikropriparativ isolierten
fraglichen Substanzen angewendet, wobei sich fol-
gende Werte ergaben:

a) Leucyl-leucinamid:

Gesamtstickstoff (Vierfachbestimmungen): 50 w/ Eluat
ergaben 2,46 ug N (nach Abzug eines Papierleerwertes
entsprechend 0,74 u.g N).

Amid-N: 50 u/ Eluat ergaben 0,8 ug Amid-N.
Gesamt-N: Amid-N = 3,08:1.

b) Leucyl-leucin:
Kein Amidstickstoff nachweisbar.

2. Bedingungen fiir eine Transferaktivitdt in vitro mit
L-Leucinamid als Substrat

Wird L-Leucinamid in einer Endkonzentration von
0,05M unter Optimalbedingungen fiir die hydro-
lytische Aktivitit2! mit kristalliner Leucinamino-
peptidase (Konz.: 1,74 - 10-10 Mol//) inkubiert, so
14Bt sich im allgemeinen auBler dem Endprodukt
Leucin (Rp-Wert = 0,5; System I) papierchromato-
graphisch keine weitere ninhydrinpositive Substanz
nachweisen. Nur inkonstant und schlecht reprodu-
zierbar kann man bei Substratumsitzen von 5%
und weniger bzw. bei Verringerung der Enzym-

37 J. LascH, Dissertat. Med. Fak., Univ. Halle 1967.
38 S, ANSORGE u. P. BoHLEY, unverdffentlichte Befunde
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konzentration die Bildung einer ninhydrinpositiven
Substanz (Rp-Wert = 0,62) beobachten. Es konnte
gezeigt werden, daB es sich dabei um L-Leucyl-L-
leucinamid handelt.

Verwendet man jedoch Rattenserum ohne Metall-
ionenzusatz als Enzymquelle, so 148t sich konstant
eine betrdchtliche enzymatische Transamidierung
feststellen (Abb. 1).

v

o ¢ o0
. ‘ . . ' 111
- - * -

I

&)

1 2
Abb. 1. Inkubation von L-Leucinamid (Endkonz. 0,05M)
bei einem pH-Wert von 8,5 (HCI-Tris-Puffer) mit
Rattenserum in einer Endverdiinnung von 1:5 (1) und
1:10 (2).
I = Serumproteine;
II = Verunreinigung im zur Synthese von L-Leucin-
amid verwendeten Leucin (VEB Berlin-Chemie);
III = L-Leucinamid;
IV = Leucin;
V = L-Leucyl-L-leucinamid.

Der gleiche Befund wurde in anderen Laboratorien
des Institutes bei Verwendung von Homogenaten
von Leber, Milz, Lunge sowie von Dotter und
Dottersack des bebriiteten Hiihnereies wie auch
bei der Anreicherung von Schweinenieren-Leucin-
aminopeptidase erhoben20:39,

Als entscheidender Faktor fiir die Begiinstigung
der Transamidierung gegeniiber der Hydrolyse
konnte auch bei Inkubationen unter Zusatz von
proteinfreiem Rattenserumwasser das vorhandene
bzw. zugesetzte Mg2® als Aktivator anstelle von
Mn2® ermittelt werden. Erhéht man jedoch die
Substratkonzentration auf 0,1M und hilt den Sub-
stratumsatz durch Verminderung der Enzymkon-
zentration oder besser durch stark verkiirzte Inku-

39 H. KirscHKE u. H.-J. HUTTER, unverdffentlichte Be-
funde.
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bationszeiten kleiner als 59, so 148t sich auch unter
den Optimalbedingungen der hydrolytischen Ak-
tivitdt eine meBbare Transamidierung erzielen. Fiir
weitere Untersuchungen wurde wegen der besseren
Reproduzierbarkeit jedoch Mg2®-aktiviertes re-
kristallisiertes Enzym bei einem pH-Wert von 10,0
bzw. 8,5 verwendet. Unter diesen Bedingungen
lieBen sich, wie Abb. 2 zeigt, recht gut meBbare
Transamidierungen erreichen.

Die Komplexitidt des vorliegenden Systems er-
schwerte quantitative Aussagen betrachtlich. Das
ist einmal auf die Tatsache zuriickzufiihren, daB
das Transamidierungsprodukt L-Leucyl-L-leucin-.
amid als kompetitives Substrat schneller als L-
Leucinamid umgesetzt wird (z. B. ist das L-Leucyl-
L-leucinamid bei einer maximalen intermedidren
Konzentration von 0,9 mMol// und einer 55,6mal
so hohen Konzentration an rL-Leucinamid schon
wieder zu 1009 hydrolysiert, wenn erst 64 %, des
L-Leucinamids umgesetzt sind (Abb. 4), zum ande-
ren darauf, daB das ,,pH-Optimum‘ des Transfers
als scheinbares Optimum durch eine gegensinnige
pH-Abhingigkeit der vr-Leucyl-L-leucinamid-Hy-
drolyse vorgetduscht werden kann und vice versa.

B Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1t 12 13 14

Abb. 2. Kurzzeitinkubationen von L-Leucinamid,
pH 8,5, mit krist. Leucinaminopeptidase (Mn-LAP),
[Elo = 9,8-10"% Mol//, Priinkubation mit Mg2®
(10—2m) 30 Min.

1-3

und

12— 14= Leucinreferenzen;
4 = Substratleerwert [L-Leucinamid]p = 0,05M;
5 = Substratleerwert [L-Leucinamid]p = 0,125M;

6—8 = Substratkonz. 0,05Mm;
Inkubationszeiten: 5, 15 und 25 Sek.;

9—11= Substratkonz. 0,125Mm;
Inkubationszeiten: 5, 15 und 25 Sek.;

I = Verunreinigungen (s. Legende zu Abb. 1);
II = L-Leucinamid; V
-1II = Leucin;
IV = L-Leucyl-L-leucinamid.
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3. Transferaktivitdtstestungen mit anderen Substraten
a) D-Leucinamid

Setzt man D-Leucinamid als Substrat ein, so kann
man selbst bei Endkonzentrationen von 0,125 Mol//
weder Leucin noch vr-Leucyl-L-leucinamid nach-
weisen. Diese zu erwartende praktisch absolute
Stereospezifitit findet man nicht bei der gelegentlich
beobachteten nichtenzymatischen Transamidierung
in konzentrierten, alkalischen, waBrigen Losungen
von L-Leucinamid, bei welcher das Enantiomeren-
paar gleichartig reagiert.

b) L-Valinamid
Mit L-Valinamid war unter identischen Bedingun-
gen wie fiir den L-Leucinamidtest bisher mit der

hier verwendeten Methodik kein Transamidierungs-
produkt nachweisbar.

¢) L-Phenylalaninamid

Es war eine betridchtliche Transamidierung zu
einem Produkt, in dem wir zunédchst per analogiam
Phenylalanyl-phenylalaninamid vermuten, konstant
nachweisbar (Papierchromatographie im FlieB3-
mittel I). Auch hier waren hGhere Polymere nicht
auffindbar. ‘

d) L-Aminosdure-methylcellosolveester

Diese relativ energiereichen Aminosdureester, die
man als Modell-Substanzen fiir die Aminosdure-
Riboseester betrachten kann, wurden mit L-Leucin,
L-Phenylalanin und vL-Tyrosin als Aminosédure-
Komponenten eingesetzt.

Dimerisationsprodukte traten nur beim L-Leucyl-
und L-Phenylalanyl-methylcellosolveester auf, wo-
bei es sich bei ersterem um L-Leucyl-L-leucin han-
delte und bei letzterem vermutlich um r-Phenyl-
alanyl-L-phenylalanin, wofiir die Identifizierung
allerdings noch aussteht. Ein Leucyl-leucinester
war wohl wegen der betrdchtlichen Instabilitdt
bisher nicht faB3bar.

Der L-Tyrosinester lieferte bei den bisherigen Ver-
suchen keine Syntheseprodukte, doch bedarf dieser
Befund weiterer Uberpriifung mit anderen Trenn-
verfahren.

4. Ergebnisse der spektrophotometrischen Messungen

Verfolgt man die Extinktionsabnahme (bei 225 nm)
wihrend der Einwirkung von kristalliner Leucin-
aminopeptidase auf r-Leucinamid bei verschiede-
nen Substratkonzentrationen, so zeigt sich das
schon 1959 von BINKLEY und Torres®? in ihren
Versuchen mit Leucinamid-hydrochlorid beschrie-
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bene, aber von ihnen nicht niher geklérte paradoxe
Phinomen einer inversen Abhéngigkeit der ini-
tialen Reaktionsgeschwindigkeit von der Substrat-

konzentration (Abb. 3).
/7?
// @A

]
4 ///

2l ] ] R
t(Min.] ——

Abb. 3. Inkubation von L-Leucinamid mit Leucinamino-

peptidase (Mn-frei), pH 8,2, 380C, Mg2®-Aktivierung

(2-10-3M). Leucinamid-Ausgangskonzentrationen:

e—e: 25 mMol/l; e—e : 12,5 mMol/l und o—o

5 mMol/l.

Wie aus Abb. 3 ersichtlich, vergroBert sich mit stei-
gender Substratkonzentration die ,,lag-phase‘ der
Reaktion. Im linearen Teil der Kurven zeigen die
Reaktionsgeschwindigkeiten jedoch die zu erwar-
tende Abhingigkeit von der Substratkonzentration
und liefern in diesem Bereich einen Kp-Wert in
guter Ubereinstimmung mit dem papierchromato-
graphisch gewonnenen Wert. Es handelt sich bei
diesem scheinbar paradoxen Verhalten der Initial-
geschwindigkeiten offensichtlich um eine die Ex-
tinktionszunahme verzogernde Kniipfung einer
Peptidbindung, da papierchromatographische Kon-
trollen des Inkubationsgemisches in der Kiivette
im Zeitintervall der ,,lag-phase‘ die Bildung von
L-Leucyl-L-leucinamid anzeigten.

5. BeeinfluB3barkeit des Transfers durch
,.gruppenspezifische' Reagenzien

Um eine enzymkinetische Modellvorstellung von
der Transferreaktion entwickeln zu konnen, schien
die isolierte Beeinflussung der Hydrolyse- und
Transferaktivitdt wiinschenswert. Dariiber hinaus
galt es, die Frage eines Acyl-Enzyms (z. B. Leucyl-
Serin-Enzym) als Intermediat des Transfers zu
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priifen, zumal fiir alle bisher bekannt gewordenen
analogen Transferierungsreaktionen hydrolytischer
Enzyme diese Zwischenverbindung postuliert und
in der Mehrzahl der Félle auch nachgewiesen
wurde.

Nachdem bereits in einer fritheren Arbeit mit Rin-
derlinsenhomogenat4® weder mit DFP noch mit
anderen klassischen Esteraseinhibitoren eine Hem-
mung der hydrolytischen Aktivitdt nachgewiesen
werden konnte, lieB sich zeigen, daB3 auch die Trans-
feraktivitidt kristalliner Leucinaminopeptidase mit
DFP nicht beeinfluBbar ist (Tab. 2).

Durch neuere Untersuchungen in unserem Institut
konnte erwiesen werden, daB3 Sulfhydryl-Reagenzien
zu einer betrdchtlichen Hemmung der hydrolyti-
schen Leucinaminopeptidase-Wirkung fiihren4l,
obwohl Sulfhydryl-Gruppen nicht im Sinne eines
Thiol-Enzyms am ,,make up‘‘ des aktiven Zentrums
beteiligt zu sein scheinen. Beim Vergleich von Trans-
fer- und hydrolytischer Aktivitdt nach Einwirkung
von p-Chlormercuri-benzoat 148t sich eine gleich-
sinnige Hemmung nachweisen (Tab. 3).

Auch mit ,gealterter Leucinaminopeptidasebe,
d.h. einer in lproz. Konzentration 6 Monate bei
Zimmertemperatur in Tris-HCI-Puffer, pH 8,0,
keimfrei aufbewahrten, die bei der Polyacrylamid-
elektrophorese etwas weiter wanderte als simultan
aufgetragenes, frisch prépariertes Enzym, was
als gewisser Hinweis auf bereits erfolgten Selbst-
abbau gewertet werden kann42, lieB3 sich eine Diffe-
renzierung zwischen den beiden Aktivitdten nicht
vornehmen.
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Dariiber hinaus zeigten die beiden Aktivitdten
keine merklichen Unterschiede in der Thermo-
labilitat.

Tab. 2. BeeinfluBbarkeit der Hydrolyse- und Transfer-
aktivitdt kristalliner Rinderaugenlinsen-Leucinamino-
peptidase durch DFP.

Priinkubation mit DFP: 15 Min., 25°C, pH 7,5 (Tris-
HCI-Puffer 0,05Mm) ; DFP-Konzentration: 10-3M; Enzym-
konzentration: [E]o = 1,34 - 10-8 Mol//.
Zusammensetzung des Inkubationsansatzes: 20 w/ En-
zymlosung (mit und ohne DFP-Priink.), 20 u/ MgCls
(5 - 1072m), 20 p/ Substrat (L-Leucinamidacetat, 0,25M),
40 p! Puffer, pH 10,0 und pH 7,5; Inkubation: 37°C,
30 Min., Enzymkonz.: [E]o = 2,66 - 10~9 Mol//; Sub-
stratkonz.: 50 uMol/ml. '

Die Bestimmung der Anzahl umgesetzter Mikromole
Substrat sowie der Mikromole freigesetzten Leucins,
bzw. gebildeten L-Leucyl-L-leucinamids erfolgte mit der
quantitativen Papierchromatographie wie im methodi-
schen Teil (S. 1529) angegeben.

pH 7,5 pH 10,0
ohne mit ohne mit
DFP DFP DFP DFP
wMol Substrat/m/
umgesetzt 5,40 4,82 17,1 16,0
wMol Leu/ml
freigesetzt 3,10 2,68 13,1 12,0
wMol Leu-Leu-NHz
pro m/ gebildet 1,15 1,07 2,0 2,0
% Umsatz 10,80 9,65 34,2 32,0
% Hydrolyse 57,40 55,60 76,6 75,0
% Transfer 42,60 44,40 23,4 25,0

Tab. 3. BeeinfluBbarkeit der Hydrolyse- und Transferaktivitit kristalliner Rinderaugenlinsen-Leucinaminopeptidase
durch p-Chlormercuri-benzoat (p)CMB). Mikroinkubationen bei pH 10,0, 30 Min., 37°C, [E]o = 3,27 - 10~° Mol/l;
Aktivierung mit Mg2®: 10~3m; Endkonzentration an L-Leucinamid: 50 wMol/ml.

CMB frei bild umgesetztes
p reigesetztes gebildetes Substrat
Leucin Leu-Leu-NHs Summe aus Hydrolyse Transfer Umsatz
Spalte 2 und 3
[Mol/l] [wMol/m/] [wMol/m/] [wMol/m!/] (%] [%] [%]
— 7,40 1,09 9,58 77,4 22,6 19,20
10-8 5,35 0,63 6,61 81,0 19,0 13,20
10-6 0,99 0,17 1,33 74,5 25,5 2,66
104 0,38 unter der (0,38) — - 0,76

Nachweisgrenze

40 R, KLEINE u. H. HANSON, Acta biol. med. german. 9,

606 [1962].

41 M. FrOHNE u. K. KRETSCHMER, Vortrag, 3. Tagung d. Biochem. Ges. d. DDR vom 18.—20. 9. 1966 in Suhl (Thiir.).

42 Nach Beobachtungen unseres Laboratoriums.
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6. Quantitative Verfolgung der enzymatischen Trans-
amidierung und einige enzymkinetische Parameter

Fiir die quantitative Untersuchung des zeitlichen
Verlaufs der Entstehung und simultanen Hydrolyse
von L-Leucyl-L-leucinamid wurde die papierchro-
matographische Bestimmungsmethode verwendet.
Abb. 4 demonstriert einen typischen Konzentra-
tionsverlauf des intermedidr gebildeten rL-Leucyl-
L-leucinamids bei einer L-Leucinamid-Ausgangs-
konzentration von 0,05 Mol//.

Abb. § illustriert die Ergebnisse des gleichen Ver-
suches nach Umrechnung der r-Leucyl-L-leucin-
amid-Konzentrationen in % Transfer.

100

AN
060 \

040

g
S

Leu-Leu-NHy[mMol/l] —m—

420

\\.
10 20 30 L0 50 60
% Umsatz des Leu- NHy —=—

Abb. 4. Inkubation von L-Leucinamid mit Mg2®-akti-
vierter (1073M) Leucinaminopeptidase (Mn-frei), pH
10,0, 379C. Der Umsatz von Leucinamid wurde aus dem
Gehalt von Leucin und Leucyl-leucinamid errechnet.
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Abb. 5. Darstellung der in 9% Transfer umgerechneten
Werte aus Abb. 4.

Messungen der effektiven L-Leucyl-L-leucinamid-
Konzentrationen (Resultante der simultanen Syn-
these und Hydrolyse) in Abhidngigkeit von der
umgesetzten Anzahl der Mole L-Leucinamid bei
verschiedenen L-Leucinamid-Ausgangskonzentra-
tionen, konstanter Enzymmenge und unter Ein-
beziehung initialer MeBwerte (ab 30 Sek. nach
Start der Reaktion mit Enzym) ergaben die in
Abb. 6 dargestellten Kurvenverldufe.

Der Verlauf der Kurven der Abb. 6 erweckt den
Verdacht eines 100proz. Transfers bei [Leu-NHg];—
[Leu-NHz], - . DieserlieB3 sich tatsdchlich mehrfach
nachweisen, allerdings nur bei den mit der ver-
wendeten Methode kiirzest moglichen Inkubations-
zeiten von 5—6 Sek. (zuziiglich 5—6 Sek. An-
trocknungszeit auf dem Papierchromatogramm im
Warmluftstrom). Ein typisches Beispiel zeigt Tab. 4.

w \\
d
i 6[] o \

Abb. 6. Inkubation von L-Leucin- = zp
amid verschiedener Ausgangs- \02
konzentration mit Leucinamino- '
peptidase bei pH 8,5, 37°C und 20
Mg2®-Aktivierung (5 - 10~3m). ]
Leucinamid - Ausgangskonzentra- \o\‘ 05 0125 T
tionen: —— . ot —t ——
0—o0:0,05 Mol/l; e— :0,125 5 10 5 2 % 0 95 3

Mol/l und e—e: 0,2 Mol//.

umgesetztes L-Leu-NH, [mMol/l] —=—
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Tab. 4. Nachweis eines 100proz. Transfers durch Kurz-
zeitinkubation (5 Sek.) und geeignet hoch gewihlter
Leucinamid-Ausgangskonzentration (200 uMol/m/).
Mikroinkubationen bei pH 8,5, [E]o = 1,15 - 10~8Mol//,
370C, Mg2®-Aktivierung (103m).

umgesetztes Substrat [uMol/m!] 3,05
freigesetztes Leucin [uMol/m!] 0,00
gebildetes L-Leucyl-L-leucinamid [Mol/m/] 1,53
Umsatz [%] 1,53
Hydrolyse [%] 0,00
Transfer [%] 100,00

Abb. 7. Verldufe der effektiven Konzentrationen an
L-Leucyl-L-leucinamid als Funktion der Zeit und der
Leucinamid-Ausgangskonzentration bei konstanter En-
zymgesamtkonzentration [Elo = 1,15-10~8 Mol//).
pH 8,5; Aktivierung durch Mg2® 5- 10-3m. Abszisse:
Zeit in Min.; linke, senkrechte Ordinate: Leucyl-leucin-
amid-Konzentration [mMol//]; rechte, waagerechte
Ordinate: Leucinamid-Ausgangskonzentration [Mol//].

Fir die kinetischen Untersuchungen war es er-
forderlich, eine Serie von Zeit-Umsatzkurven des
L-Leucyl-L-leucinamids bei verschiedenen Leucin-
amid-Ausgangskonzentrationen [Leu-NHz]p zu er-
mitteln, aus der sich auch die initiale Transami-
dierungsgeschwindigkeit als Funktion von [Leu-
NHz]o gewinnen lie. Die erhaltenen Kurvenver-
ldufe sind in Abb. 7 dargestelltf.

Die experimentell zugidnglichen kinetischen Para-
meter (Km-Wert und ki, *) der hydrolytischen
Leucinaminopeptidase-Wirkung mit L-Leucinamid
* kxat. = V/[Elo (entspricht der molekularen Aktivitit);
(kat. = katalytisch).
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als Substrat wurden graphisch nach LINEWEAVER
und BuUrk und/oder EApie gewonnen (Tab. 5). Die
initialen Hydrolysegeschwindigkeiten lieBen sich
mit der papierchromatographischen Methode iiber
die Initialtangenten bzw. spektrophotometrisch aus
dem linearen Teil der Extinktions-Zeit-Kurve (E225)
gewinnen.

Tab. 5. Einige kinetische Parameter der kristallinen
Rinderaugenlinsen-Leucinaminopeptidase (LAP). (Sub-
strat: L-Leucinamid).

102 - Ky 1074 kgat. Akti- Methode
[Mol/I] [Sek.71] vator

pH 10,0 spektro-
380C 1,0 2,56  Mg2® photo-

LAP (,,Mn-frei‘‘) metrisch
pH 8,2 spektro-
380C 3,33 3,78 Mn2® photo-

LAP (,,Mn-frei*) metrisch
pH 10,0 spektro-

. 380C 3,33 1,12 — photo-
LAP (,,Mn-LAP*) metrisch
pH 8,7 papier-
370C 3,33 2,24  Mn2® chromato-
LAP (,,Mn-LAP*) graphisch

Die bei den graphischen Auswerteverfahren vor-
genommenen Extrapolationen [Leu-NHg]op — oo,
die die bei hohen Substratkonzentrationen be-
triachtliche L-Leucyl-L-leucinamid-Bildung unbe-
riicksichtigt lassen, fithren zwar zu reproduzier-
baren Kmy- und ki, -Werten, wenn man nur die
auf einer Geraden liegenden Punkte der linearen
Transformation verwendet, doch lassen sich diese
so gewonnenen scheinbaren Km- und k., -Werte,
wie aus dem folgenden vorgeschlagenen Modell
hervorgeht, nicht im Rahmen eines einfachen
MICHAELIS-MENTEN-Mechanismus  interpretieren.
Sie sind Grenzwerte fiir die Hydrolyse bei nicht
meBbar kleiner Transamidierung, d. h. bei genii-
gend kleiner Substratkonzentration. In Abb. 8 ist
eine typische LINEWEAVER-BURK-Auftragung ge-
zeigt. Die Aufkriimmung der Kurve wird durch die
starke Zunahme der Transamidierungsgeschwindig-
keit auf Kosten der Hydrolysegeschwindigkeit in
diesem Konzentrationsbereich verursacht.

Die zunehmende Transamidierungsgeschwindigkeit
mit steigender L-Leucinamid-Ausgangskonzentra-
tion lieB eine ,,Quasi-Substrathemmung* der
Hydrolyse erwarten. Diese konnte auch nachge-
wiesen werden (Abb. 9).
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Abb. 8. LINEWEAVER-BURK -Auftragung 1/vin (Hydro-
lyse) gegen 1/[Leu-NHz]o (vin, = Initialgeschwindigkeit).
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Abb. 9. Mikroinkubationen von Leucinamid in steigen-

den Ausgangskonzentrationen mit LAP (,,Mn-LAP*) .

bei pH 8,5, 370C, Mg2®-Aktivierung (10-3m), graphische
Ermittlung (Initialtangenten) der Initialgeschwindig-
keiten aus Zeit-Umsatz-Kurven im Zeitbereich 0,5 bis
30 Min., bei hoheren Substratkonzentrationen bis maxi-
mal 120 Min. e—e : Hydrolyse, [Elo = 9,8 - 10~9Mol//;
o—o: Transamidierung, [Elo = 1,15 108 Mol/l.

Durch Co-Inkubationen mit b-Leucinamid lieB sich
sichern — Ausbleiben der Substrathemmung und
Transamidierung —, daB die ,,Quasi-Substrat-
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hemmung* nicht auf eine Verringerung der Wasser-
konzentration oder auf unspezifische Hemmung
durch die hohen Substratkonzentrationen zuriick-
gefiihrt werden kann.

7. Aufstellung eines kinetischen Modells

a) Verwendete Symbole

Chemisches Mathematisches

Grofe Symbol Symbol
Freies Enzym E e
Totale Enzymmenge Eo eo
Substrat (Leu-NHz) S-x a
Substrat zur Zeit t = 0 S-xo aop
Dimerisat (Leu-Leu-NHgz)  S-S-x b
Dimerisat zur Zeit t = 0 S-S-x0 bo
Substrat-Enzym-Komplex I (ES-x) p
Substrat-Enzym-Komplex II (ES-S-x) q
Endprodukt I (Leucin) y y
Endprodukt IT (NH3) X X

Die zu den einzelnen Reaktionspartnern gehdrenden
Reaktionsgeschwindigkeiten werden wie folgt be-
zeichnet:

dp/dt =15; dg/dt = c}; da/dt = z'1; usw.

Plateaukonzentration an L-Leucyl-L-leucinamid =
+b = —b.
b) Reaktionsschema (Abb. 10)

k k
E+S-x .—_—‘_1:(Es-x)_*_2- E+y+x I
@ @ K ;o By
(ES-x)+S-x -l&—ao(ES—S—x)+x k_,”kﬂ 1
(q)
(ES-5-x) -3¢ Evs
D=9 -X W +5-x +Yy JII
k-L“k+A
E+S-S-x
(b)

Abb. 10. Enzymkinetisches Modell der L-Leucyl-L-leucin-
amid-katalysierten Transamidierung und Hydrolyse von
L-Leucinamid.

¢) Anwendung der ,,steady state*‘-Behandlung auf das
Modell und Vergleich berechneter mit experimentell
gewonnenen Konzentrationsverldufen

Da unseres Wissens iiber die Kinetik des hier mit-
geteilten oder eines dhnlichen Systems noch nicht
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berichtet wurde, seien erste kinetische Ansitze kurz
mitgeteilt.

Aus der leferentlalglelchung fiir den Umsatz von b
b =k_aq — kiabe

wobei in g noch p enthalten ist, erhdlt man durch
Substitution von p und ¢ aus den ,,steady state*-

Ansidtzen (p = q = 0) und der Forderung fiir das

Konzentrationsplateau: +b = —b also b = 0, fur
die Plateaukonzentration folgenden Ausdruck:’
ki1kizk-4a®

b = ' 1
Plateau (k-1 + kio + kisa)kiakys (D

Da, wie aus den Ausfiithrungen auf Seite 1531 her-
vorgeht, die Hydrolyse von L-Leucyl-L-leucinamid
wesentlich schneller verlduft als diejenige von L-
Leucinamid, wird es zum Aufireten von freiem
L-Leucyl-L-leucinamid  erst kommen, ~wenn
kysa > k1 + kg ist, d. h. aber auf Gleichung (1)
angewendet, daB die Plateaukonzentration an L-
Leucyl-L-leucinamid (bpjatean) gegen [Leu-NHzlp
aufgetragen, eine Gerade ergeben miifiten (da die
Plateaukonzentrationen schon nach sehr geringen
L-Leucinamid-Umsétzen erreicht werden, kann fiir
diese Betrachtung a =~ aop gesetzt werden). Wie die
Abb. 11 zeigt (experimentell bestimmte Kurve), er-
geben sich Abweichungen vom geradlinigen Verlauf
bei den niederen Substratkonzentrationen. Es darf
mit gutem Grund angenommen werden, daf3 bei so
geringenintermedidren L-Leucyl-L-leucinamid-Kon-
zentrationen die ,,steady state*“-Forderung g = 0
" (quasistationdrer Zustand) nicht mehr erfiillt ist.
Wesentlich besser wird, wie noch gezeigt werden
wird, der Verlauf der initialen Transamidierungs-
geschwindigkeit in Abhéngigkeit von der L-Leucin-
amid-Ausgangskonzentration wiedergegeben.
Versucht man den gesamten Zeitverlauf der L-
Leucyl-L-leucinamid-Konzentration mit dem auf-
gestellten Modell mathematisch zu simulieren, so
fiihrt, wenn man auBBer der ,,steady state*-Forderung
keine weiteren Annahmen und Nédherungen macht,
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Abb. 11. Plateaukonzentrationen von L-Leucyl-leucin-
amid in Abhidngigkeit von der L-Leucinamidkonzen-
tration, [EJo = 1,15 108 Mol/l.

die Rechnung auf ein System nichtlinearer Diffe-
rentialgleichungen, das fiir @ = a (f) und b = b (¢)
nicht in geschlossener Form l0sbar ist.

Da die Initialgeschwindigkeit der Transamidierung
mit der Initialtangenten-Methode zuginglich ist,
war es jedoch moglich, deren Abhingigkeit von den
L-Leucinamid-Ausgangskonzentrationen mit dem
theoretischen Kurventyp zu vergleichen.
Substituiert man in der Differentialgleichung fiir die
initiale Bildungsgeschwindigkeit von L-Leucyl-L-
leucinamid

bio = k-ag , @

unter Beachtung der Anfangsbedingung bo =
b (0) = 0, p und g aus den ,,steady state“-Ansédtzen
(g enthilt p) und e aus der Konservationsgleichung:

eo=e+p+gq

so folgt fiir die initiale Transamidierungsgeschwin-
digkeit:

ki1kizk-aa% eo

bto =

. 3
(k-1 + k42 + k43 ao) (k-4 + k+5) + k1 a0 (k-4 +k+-5) +k+1 k43 a9® 3

Zur Anhdufung von meBbaren Mengen L-Leucyl-
L-leucinamid wird es erst kommen, wenn
kisag > k—1 + kyg ist; damit vereinfacht sich die
Gleichung (3) zu:

k—_sapep
bioo = o
kg + ks k-a + kis . 4)
+ + ao
ki1 ki3
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Solange
k- k k- k
4 + +5+ 4 + +5>>a0 )
ki1 kis

ist, liefert die Gleichung (4) eine Gerade; mit
wachsendem a wird sich die Kurve kriimmen, um
_ schlieBlich bei Umkehr der Ungleichung (5) in eine
Konstante iiberzugehen, die die Gré8e b, _, o (max) =
k—aseg hat. Den Verlauf der zugehdrigen experimen-
tellen Kurve zeigt Abb. 12.

15
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Abb. 12. Initiale Bildungsgeschwindigkeit von L-Leucyl-
L-leucinamid in Abhéngigkeit von der rL-Leucinamid-
Konzentration, bei einer Enzymkonzentration von
[Elo = 1,15 - 10-8 Mol/L.

Der sehr einfach scheinende Weg einer direkten
Bestimmung der kinetischen Parameter des Schrit-
tes III des Modells mit synthetischem L-Leucyl-L-
leucinamid ist leider nicht gangbar, da es offenbar,
weil jetzt das Enzymmolekiil nicht mehr von L-
Leucinamid okkupiert ist, zur Bildung zweier wei-
terer im Losungsmittel I sehr hoch wandernder nin-
hydrinpositiver Substanzen kommt, deren Identifi-
zierung noch nicht gelungen ist. Es kann jedoch
vermutet werden, daf} es sich um hohere Polymere
handelt. ‘

Diskussion

Ob der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen
Transferreaktion mit kristalliner Rinderaugenlin-
sen-Leucinaminopeptidase eine physiologische Be-
deutung zukommt, 148t sich nach den bisherigen
Untersuchungen nicht eindeutig entscheiden. Die
fur die Erfassung bendstigten, relativ hohen Substrat-
konzentrationen sprechen nicht unbedingt gegen
eine solche Reaktion in vivo. Aus Abb. 6 ist klar er-
sichtlich, daB initial der Transfer bevorzugt gegen-
iiber der Hydrolyse ablduft. Wiirde in vivo das
Syntheseprodukt aus der Reaktion entfernt, so
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wire die Transfereffektivitdt unter Umstinden be-
trachtlich. Hinzu kommt, daB das isolierte kristalli-
sierte Enzym hinsichtlich der Konformation und
der Anwesenheit von Aktivititsmodulatoren durch-
aus nicht mit dem in vivo vorliegenden Enzym
identisch sein muB}. Die wesentlich stirkere Trans-
feraktivitdt von Rattenserum zum Beispiel 148t ver-
muten, daB es entweder andere Aminopeptidasen
mit hoherer Transferaktivitdt geben muB, oder daB
die gleichen Enzyme intrazelluldr und im Serum in
modifizierten Zustinden vorliegen. Es ist auch
denkbar, daB physiologischere, bisher nicht ge-
testete Substrate, wie beispielsweise Riboseester von
Aminosduren oder Aminoacyl-Nucleoside, fiir den
Transfer geeigneter sind. Zu dieser Frage sind im
Institut Untersuchungen im Gange.

Abgesehen von einer moglichen biologischen Be-
deutung ist die durch Leucinaminopeptidase kataly-
sierte Transamidierung an sich eine interessante
Reaktion, die zusdtzliche Informationen iiber die
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat
liefern kann.

Die Ergebnisse der Einwirkung von gruppenspezi-
fischen Reagenzien und der Autodigestion machen
eine Beteiligung des gleichen Wirkungsortes bei der
Hydrolyse und beim Transfer sehr wahrscheinlich.
Fiir die ,,Quasi-Substrathemmung* der Hydrolyse
bei Zunahme der Transamidierungsgeschwindig-
keit wire die plausibelste qualitative Erkldrung die
Annahme eines Bindungsortes fiir Wasser, der mit
steigenden Substratkonzentrationen von einer
zweiten Leucinamidmolekel besetzt wird. Das hétte
eine Transamidierung anstelle der Hydrolyse zur
Folge. Der Befund, daBB sowohl die zunéchst fal-
lende initiale Hydrolysegeschwindigkeit (Abb. 9)
als auch die steigende initiale Transamidierungs-
geschwindigkeit limitierenden Werten zustreben,
lieBe sich dann zwanglos dadurch erkldren, daB
dieser Wasserbindungsort durch Leucinamid voll
besetzt ist und die Resthydrolyse durch nicht ge-
bundenes Wasser aus dem Losungsmittel erfolgt.
Verwendet man Mn2® anstelle von Mg2® als Akti-
vator des Enzyms, so wird die Relation Hydro-
lyse : Transfer zugunsten der Hydrolyse ver-
schoben.

Dieser Befund 14Bt sich nur sehr schwer mit der
Annahme der Chelatisierung des Substrates durch
Metallionen am aktiven Zentrum erkldren. Da bei
der Hydrolyse der Leucylrest auf die nucleophile
Verbindung Wasser, bei der Transamidierung hin-
gegen auf die nucleophile a-Aminogruppe eines
zweiten Leucinamidmolekiils iibertragen wird, mul3
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das Verhiltnis von Hydrolyse zu Transfer im we-
sentlichen davon abhidngen, in welchem MafBe der
jeweilige Acylacceptor Zugang zum aktiven Zen-
trum hat bzw. in welchem AusmaB er in sterisch
giinstige Nachbarschaft zu der aktivierten Leucin-
amidmolekel gebracht werden kann.

Von diesen Uberlegungen ausgehend scheint es viel
wahrscheinlicher, daB die Differenzen in der Trans-
feraktivitit zwischen Mn2®- und Mg2®-aktiviertem
Enzym Ausdruck einer durch die Metallionen ver-
ursachten konformativen Anderung des Protein-
molekiils sind. Auffillig ist, daB, wie schon in einer
friiheren Mitteilung unseres Institutes?! festgestellt
wurde, die Werte fiir K;m (Hydrolyse) und Ky,
(Hydrolyse) fiir eine Exopeptidase sehr hoch liegen.
Eine befriedigende umfassende Interpretation ist
zur Zeit noch nicht moglich. Bedenkt man, daB3 der
Hydrolyse eine Transamidierung vorausgehen kann,
wobei bei kleineren Substratkonzentrationen das
Transamidierungsprodukt nur in unmefBbar kleinen
Mengen vom Enzymmolekiil abzudissoziieren
braucht, so wird klar, da der Ky-Wert, der hier
bestimmt wurde, eine sehr komplexe GroBe sein
muB, die sich aus allen individuellen Reaktions-
geschwindigkeitskonstanten des enzymkinetischen
Modells zusammensetzt, wobei wir zunichst noch
nicht wissen, welche Konstanten die Grofie von Ky
im wesentlichen festlegen.

Fiir den hohen ky,, -Wert der Hydrolyse bietet sich
die Erkldrung an, daB das fiir die Berechnung ver-
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wendete Molekulargewicht von 325900 g/Mol, das
mit der Ultrazentrifuge in einem Konzentrations-
bereich von rund 0,3—1,0% bestimmt wurde28, er-
heblich groBer ist als das der katalytisch aktiven
Enzymeinheit. Die automatische Titration der Leu-
cinamidspaltung zeigte nimlich beim Start der Re-
aktion mit Enzym eine von der Gréfle des Ver-
diinnungssprunges abhéngige Verzogerung der Re-
aktionsgeschwindigkeit, was als Hinweis auf ein
konzentrationsabhidngiges Dissoziations-Assozia-
tions-Gleichgewicht des Enzyms gewertet werden
konnte.

An dieser Stelle sei folgenden Damen und Herren fiir die
freundliche Uberlassung von Substraten und fiir Mit- )
wirkung gedankt:

a) Fraulein Dipl.-Chem. R. KoOELSCH (wiss. Ass. am
Physiol.-Chem. Inst.),

b) Herrn Dipl.-Chem. D. FELICETTI (wiss. Ass. am Pa-
tholog. Inst. der Universitit Halle),

c) Frau Dipl.-Chem. M. FritscHE (ehemalige wiss. Ass.
am Physiol.-Chem. Inst.),

d) Herrn Dr. med. P. BOHLEY. (wiss. Ass. am Physiol.-
Chem. Inst.) fiir die Ausfithrung der Mikrostickstoff-
bestimmungen,

e) Herrn Dipl.-Chem. M. LUDEWIG (wiss. Ass. am Phy-
siol.-Chem. Inst.) fiir die Uberlassung gealterter Leucin-
aminopeptidase,

f) Fiir die technische Mithilfe danken wir dem wiss.
Graphiker Herrn G. OHNESORGE (Anatomisches Inst.
der Med. Akademie Magdeburg).



