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Abstract--Six different sulphonamide-fl-4N-glucosides were studied by a hydrolysing 
enzyme, the /~-4N-glucosidase, prepared from rabbit blood plasma. On purification, 
the specific activity rises 200-250 times in preparation and 75-80 per cent of original 
activity can be obtained. 

The hydrolysis is reversible. The velocity of the enzymic reaction is influenced by 
the different substituents group on the NH~. The reaction has zero-rate in the 
initial stages of the hydrolysis changing to first-rate and, finally, polymolecular effects 
dominate on reaching the equilibrium state. The dependence of enzyme activity on 
substrate concentration has been examined and the KM's for each sulphonamide-fl-4N- 
glucoside have been calculated. The temperature and and pH optimum am 40 ° and 
pH 7 respectively. The fl-~N-glucosidase can be strongly activated by K +) Na + and 
Mg s+ and slightly by Ca ~+. The NI-Lt + ion has a negligible effect but Zn ~+ and Cu 2+ 
inhibit. The enzyme is competitively inhibited by sulphonamide molecules liberated 
from ~-4N-glueosides. 

BOGNAR and NANLsI1 stellten zahlreiche Nitrogenglukoside her, unter ihnen aueh 
die fl-4N-Glukoside der Sulfonamide (SA). Wir haben bereits in mehreren Publi- 
kationen fiber manche pharmakologischen Eigenschaften dieser Verbindungen 
berichtet. 2-6 T6th et al. 7 haben in kurzen periodischen Experimentalen (15 Minuten) 
die Kinetiek der in-vivo Hydrolisen yon sechs fl-4N-Glukosiden (SA-fl-4N-G) unter- 
sucht. Es ergab sich, dass in den Geweben von S/iugetiere auf Wirkung einer sehr 
aktiven Hydrolase der fl-4N-Glukosidase dieser Derivate sich rasch auf Sulfonamide 
und Glukose zersetzen. Die so frei gewordenen 'nascens' Grundverbindungen sichern 
eine viel h6here Blutkonzentration, als die-- in  ~iquivalenten Mengen---direkt einge- 
fiihrten Grundverbindungen. Es liess sich des weiteren feststellen, dass die Uhrsache 
der h~Sheren Blutkonzentration in Fallen der 'nascens' Grundverbindungen nicht 
in der intensiveren Bindung an Eiweisse zu suchen ist. Bei der Untersuchung, worauf  
diese Erscheinung zurtickzufiihren sei, ergibt sich die M/Sglichkeit dessen, dass der 
energetische Zustand der w~hrend der hydroiitischen Zerzetzung der Glukoside 
auftretenden 'nascens' SA-Molekiile, von denen der unmittelbar eingefiihrten 
Grundverbindungen abweicht. So ist das in-vitro Studium der fl-4N-Glukosidase 
notwendig geworden. Es wurden die optimalen Umst~inde der Enzymherstelltmg 
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untersucht, unter den die Aktivitfit beeinflussenden Faktoren haben wir die Sub- 
stratkonzentration, die Temperatur, das pH, weiters den Einfluss verschiedener Ione 
gepriJft, in dem wir die optimale Konzentration einiger aktivierenden Ionarten und 
die MSglichkeit einer gegenseitigen Ersetzung dieser Ionarten detailiert kontrollierten. 
Schliesslich priiften wir den Einfluss des Enzym-Substrat-Verh~ltnisses und die 
optimalen Voraussetzungen der Lagerung. 

STOFFE UND METHODEN 

SA-{3-4N-Glukoside. Die in unseren Experimenten verwendten SA-fl-4N-G haben wir 
durch oben erw~ihnten Autoren aus dem Organisch-Chemischen Institut der Lajos 
Kossuth Universit~it erhalten. 3 Diese waren: Sulfanilamid-fi-4N-Glukoside (D-4N-G), 
Sulfadimetilpirimidin-fl-4N-Glukoside (S-4N-G), Sulfametiltiasol-fl-4N-Glukoside 
(U-4N-G), Sulfaguanidin-fi-4N-Glukoside (Sg-4N-G), Sulfametoxipiridasin-fl-4N - 
Glukoside (Q-aN-G) und das lN-Sulfamil-4N-Butilkarbamid-fl-4N-Glukoside 
(B-4N-G). 

Die Herstellung der fl-4 N-G luk osidase 
Die Herstellung des Enzyms geschah durch eine kalte Fraktionierung (zwischen 

--8 ° und --10 °) mit Azeton und mit einer Absonderung durch eine Watmann 
N ° := 3 Filtrierpapier-Kolonne, bezw. eine weitere Reinigung des Enzyms beendet 
wurden. 

10 ml Kaninchenplasma wird bei 0 ° mit gleicher Menge von sterilem NaC1 verdtinnt 
und das pH mit 0,5 Mol.-er Essigs~iure auf 5 eingestellt (1,1 ml). Nach Abtrennung 
der Isoelektrischen F~illung wird 15 Min lang geschleudert in einer kfihlbaren 
Zentrifuge, Marke 'Zugl6' mit 1800g. Das pH des Supernatans wird demnach mit 
N NaOH (0,47 ml) auf 7 eingestellt, Darauf  kiihlt man die L6sung bis --8 ° bis --10 ° 
ab (19,5 ml) in einer Ktihlmischung von Azeton und Trockeneis. Mit Hilfe von Azeton 
welches in einem separaten Gef~iss gleicherweise abgekiihlt wird, werden folgende 
Fraktionen angefertigt, und abgesondert, durch Schleudern bei --10°: 

1. und 2. 6,5 ml Azeton zu 10 ml Supernatans gebend, wird vorsichtig umgeriihrt. 
Es ergibt sich eine reiche Eiweissf~illung welche zentrifugiert wird. Auf Grund der 
Vorversuche ist es nicht Wert diese Fraktion in zwei Partien abzusondern, da die auf 
einmal erfolgte Absonderung nur einen 2 - -  3 °/,,-gen Aktivit~itsverlust veruhrsacht, 
mit der in zwei Fraktionen ausgefiJhrten Fraktionierung (I0 ml Supernatans + 3,5 ml 
Azeton und der Fraktionierung das so gewonnenen Supernatans mit 3 ml Azeton 
vergleichend.). 

3. Zum Supernatans, gewonnen nach der Fraktionierung 4,5 ml Azeton zugebend 
scheidet sich eine neue Eiweissfraktion aus. 

4. Nach Schleudern (wie frfiher) gibt man 8 ml Azeton zum Supernatans wodurch 
wir eine letzte Eiweissfraktion ausscheiden. 

Man verdiJnt die Ausf/ille 1. und 2. mit 0,05 Mol Trispuffer vom pH 7 auf 5 ml, 
die iibrigen Fraktionen auf 2 ml. 

Laut den Kontroll-Aktiviffitsmessungen ist 5 ~  der originalen Aktiviffit der 
fl-4N-Glukosidase in den Fraktionen 1. und 2., 80-85 ~ in der 3. Fraktion (die spezi- 
fische Aktivit~it w~ichst 100-120-real) und der Rest in der 4. Fraktion. Der Umschlag 
der Fraktion 3. entfernt verh~iltnism~issig wenig Eiweissbalast, zugleich wird ein 
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Drittel der gewonnenen Aktivitiit bereits verloren. Die weitere Reinigung ftihren 
wir daher auf Watmann 3 Filtrierpapier Kolonne aus. 

Aus Watmann 3 Filtrierpapier fertigt man eine Kolonne in der Grtisse von 5 cm 2 × 
10 cm an. Die zu reinigende Enzymfraktion wurde mit zwei Volumen Wasser durch- 
gewaschen und aufgegossen. Mit den folgen den L~Ssungsmitteln haben wir nachei- 
nander bei einer Geschwindigkeit von 0,2 ml/Min eluirt: 

I. Eluation mit dest. Wasser, solange bis das E2s0 wiichst. Nachher 4-5 Fraktionen 
zu 5 ml abnehmend sinkt das E 28o × Vol. ml ----- cca. 150-160. 

II. Eluation mit Varigrad 8 lineargradiente Eluation an mit NaCI, zwischen 0,1- 
0,2 Mol. Das Enzym ist bei einer NaC1-Konzentration von 0,1 und 0,15 Mol. eluirbar, 
nachher senkt das E~80 × Vol. ml = cca. 110-125. 

III. Eluation mit 0,5 Mol. NaC1 unmittelbar eluirend, 15st sich eine inaktive 
Fraktion ab. E2s0 x Vol. ml = 20-25. 

Die bei der II. Eluation gewonnene Hauptenzymfraktion wird auf 0 ° abgekiihlt, 
mit dest. Wasser auf 0,05 Mol. verdiinnt, und mit 1,5 Vol. Azeton (abgekiihlt auf 
--15 °) ausgeschlagen. Die so erhaltene F~illung l~Ssen wir mit 2-2,5 ml Trispuffer yon 
0,05 Mol. pH 7 und schleudern, um sie yon den sich nicht l~Ssenden Teile zu befreien. 
Die Zunahmender spezifischen Aktivitfit eines mit Azeton angefertigten Enzyms ist 
weitere 2-2,5-fach. Das mit Vorfraktionierung aus der orig. Aktivit~it gewonnene 
Enzym weist nach Reinigung durch die Watmann 3 Kolonne einen Aktivit~itsverlust 
von 3-3,5 % auf, was hauptsiichlich bei der Anteicherung des Eluats verwendeten 
kalten Azetonffillung zuzuschreiben ist. 

Enz ymspeicherung 
Zweckdienlich ist das gereinigte Enzym in liofilisiertem Zustande bei -- 10 ° zu speichern. 
So wird es 5-6 Monate lang ohne Aktivitatsverlust erhaltbar. In gefrorenem Zustand 
kann die L~Ssung, ohne Abnahme ihrer Aktivitiit cca. 1 Monat lang gehalten werden. 

Bestimmung der Sulfonamide 
Zur Bestimmung der aus der/3-4N-Glukoside frei gewordenen Verbindungen haben 

wir unsere spektrofotometrische Methode 9 angewendet, welche wir bereits mehrere 
Jahre hindurch zur Bestimmung der SA erfolgreich angewendet haben. 

Ergebnisse und Besprechung 
Aus Kaninchenplasma haben wir ein Enzym isoliert, welches mit wechselnder 

Geschwindigkeit SA-fl-4N-Glukosiden abbaut. Manche Eigenschaften dieses Enzyms 
wurden im Laufe untenstehenden Untersuchungen aufgekl~irt. 

(a) Enzymaktivitdt in der Funktion der Abspaltungszeit 
Auf Abb. 1 k~3nnen wir sehen, mit welcher Geschwindigkeit das Enzym verschie- 

dene Substrate in der Funktion der Zeit abspaltet. Die Spaltungsgeschwindigkeit 
und der Gleichgewichtszustand (siehe Tabelle 1) weichen bei den verschiedenen 
SA-fl-aN-Giukosiden sehr voneinander ab. Daraus ist zu folgern dass die Ursache 
des sich in der in vivo Hydrolise der Glukosiden meldenden Unterschiede (besonders 
in den kurzen Anfangsperioden--15 Min--der  Kaninchenversuche) in der abweichen- 
den Affiniffit dieser Substrate und der fl-4N-Glukosidasen zu suchen ist, und das auch 
unter in vivo Umstiinden dieses Enzym, und nicht ein verwickelter Mechanismus die 
Hydrolise Der SA-/3-4N-Glukosiden regelt. 7 
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A~B. 1. Enzymaktivitfit in der Funktion der Abspaltungszeit. De- Abbau der verschiedenen SA-fl- 
~N-Glukosiden und ihr Bildungsprocess aus den Grundverbindungen und Glukose (G). 

Im Inkubationsgemisch waren im 0,05 Mol. Trispuffer yon pH 7 in 1 ml Endvolumen 10 t~M 
SA-fl-4N-G, 50 t~ equ. K+ 10 t~l Enzym. Temperatur 40 °. 

TABELLE I. DER GLEICHGEWICHTSZUSTAND DER ENZYMATISCHE REAKTION 

SA-fi-~N-G -~- SA + Glukose SA + Glukose-+ SA-fl-4N-G 

Name 7 Hydrolise % Name Kondens % 

Entst. SA Unverfind. G Unverfind. SA Entst. G 

D-4N-G 77 23 D 82 18 
S-4N-G 57 43 S 59 41 
U-4N-G 90 10 U 93,2 6,8 
Sg-4N-G 86,6 13,4 Sg 87,3 12,7 
Q-4N-G 56 44 Q 57,6 42,4 
B-*N-G 82 18 B 83,5 16,5 

(b) Die Ordnungsgr6sse der Reaktion 
Im Z u z a m m e n h a n g  mit  der  Ordnungsgr6sse  der  Hydrol i se  haben  wir den A b b a u  

des Q-4N-G eingehend geprtift.  (Siehe Abb.  2). Der  erste 12 Minuten lange  Abschni t t  
des Abbaues  eine Reak t ion  von O-er Gr6sse  ist, da  zu dieser Zeit  der  Subs t ra t  im 
grossen l~berfluss ist. Die  Si tuat ion ~indert sich j edoch  v o n d e r  12. Min  ab, Die 
Reak t ion  wird graduel l  von Ordnungsgr~Ssse 1. l m  Abschni t t  'E '  der  Abb i ldung  n~ihert 
sich die Reak t ion  zum Gleichgewicht .  D a  bier fiber ein A k t i v a t o r  beanspruchendes  
Enzyme die Rede  ist, und die effektive Konzen t ra t ion  des Enzyms durch  die komplexe  
Bildung des Q-Enzyms noch verminder t  wird dessen Stabilit~it im al lgemeinen yon 
verschiedenen 'nascens '  SA abhfingt, und es k o m m e n  pol imolekul / i re  Wirkungen  zur 
Gel tung.  
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Ass.  2. Die Ordnungsgr6sse der Reaktion. 
Zusammensetzung des Inkubationsgemisches: 0,05 Mol. Trispuffer von pH 7 zu 1 ml Endvolumen 
10 t+M Q-4N-G, 50/,  equ. K +, 10 v1 Enzyrn. Temperatur 400. 
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ABB. 3. Die Abhangigkeit der Enzymaktivit/it von der Substratkonzentration. 

Zusammensetzung des Inkubationsgemisches: 0,05 Mol. Trispuffer yon pH 7 zu 1 ml Endvolumen 
10I+M Q-4N-G, oder 10t~M Sulfafenylpyrazol-4N-G (Sf-~N-G), 50/~ equ. K +, 10 tzl Enzym. Temperatur 

40 °. Zeit 30 Min. 

(c) Die Abhdingigkeit der Enzymaktivitdit yon der Substratkonzentration 
Diese wurde auf der Abb. 3 verzeichnet. Da ist es ersichtlich, dass die zunehmende 

Konzentration einzelner/3-aN-Glukoside das Enzymabweichend beeinflusst. Die durch 
die Berechnung der Michaelis-Menten-schen Konstanten gewonnenen Daten haben 
wir in Tabelle 2 zuzammengefasst. 
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(d) Die Wirkung der Temperatur auf Die Enzymaktivitgit 
Das Op t imum der Tempera tur  meldete sich bei 40 °. Das Enzym reagierte auf  die 

Tempera tu re rh0hung  empfindlicher als auf  die Temperatursenkung.  

TABELLE 2. DER MICHAELIS-MENTENSCHEN KONSTANTEN 

SA.4N.G KM.10 -5 

D-4N-G 3,28 
S-4N-G 10,3 
U-4N-G 6,96 
Sg-4N-G 4,83 
Q-4N-G 13,82 
B-4N-G 8,64 

(e) Die Wirkung des pH auf die Enzymaktivitdt 
Das Optimum des pH ist um 7. lm sauren Sektor haben wir eine minder sinkende 

Aktivitiit verzeichnet, gegentiber der intensiven Verminderung des alkalischen 
Sektors. 

(f) Die Wirkung der Ionen auf die Enzymaktivitiit 
Die Abb. 4. zeigt die Wirkung verschiedener einwertigen und zweiwertigen Kationen 

auf die Enzymaktivit/it. Das K + und Na + vergleichend mit den Untersuchungen mit 
Tris haben eine maximale und gleichbleibende Aktivit~it gesichert. Die aktivierende 
Wirkung des Mg 2+ ist ebenfalls erheblich. Die des Ca 2+ ist kleingradig, doch signi- 
fikant. Das NH4+-Ion beeinflusst praktisch die Enzymaktivit~it nicht, die Zn 2+ und 
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ABB. 4. Die Wirkung der aktivierenden und hemmenden Ionen auf die Enzymaktivit/it. 
Zusammensetzung des Inkubationsgemisches: 0,05 Mol. Trispuffer von pH 7 zu 1 ml Endvolumen 
10/*M Q-4N-G, 10/4 Enzym. Ternperatur 40 °. Aus jeder Ionsorte wurden 50 p~ equ. Mengen 

verwendet. 



Die Isolierung von ~-4N-Glukosidase aus Kaninchenplasma 887 

Cu 2+ -I0nen entwickelten nebst der angewandten Konzentration eine entschieden 
hemmende Wirkung. Aus den aktivierenden Ionen haben wir beim K ÷, Na  + und 
Mg z+ die optimale Ionkonzentration ausgesucht, woriiber wir in den Abb. 5, 6 und 7 
berichten. F ib  die untersuchten drei Ionen haben wir 50/~ equ./ml als optimal aktivie- 
rend wirkend gefunden. 
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A.aB. 5, 6 und 7.Die Bestirnmung der optimaler Konzentration einiger aktivierenden Ionsorten. 
Zusammensetzung des Inkubationsgemisches: 0,05 Mol. Trispuffer yon pH 7 zu 1 ml Endvolumen 
10/~M Q-4N-G, 10/4 Enzym. Temperatur 40 °. Die sichtbaren Zahlen an dem Kurven bedeutert 

die Ionkonzentrationen in m equ./ml Einheiten. 

Hinsichtlich dessen, dass die hier gefundenen K +, Na  + und Mg 2+ Ion-konzentra- 
tionen betr/ichtlich abweichen, taucht die Frage auf, welcher Zuzammenhang besteht 
zwischen der hohen in vitro Enzymaktivitiit, und der bei optimalen in vitro Umstiinden 
optimalen Enzymaktivitat. Aus der Aktvierenden Wirkung des K ÷ und Na + (in 
vitro separat gemessen) ist zu folgern, dass diese Ionen ihre aktivierende Wirkung 
gegenseitig erg/inzen kSnnen, bezw. einander erg/inzen k6nnen (Substituierung). Zur 
Unterzuchung der substituierenden F~ihigkeit stellten wir solche Inkubate her, in 
welchen die Verteilung des 50/z equ./ml gesamt Alkali-Ionkonzentration die Folgende 
war: /z equ. K+:/z equ. Na  ÷ = 1./40:10; 2./25:25; 3./10:40. Innerhalb der Fehler- 
grenze keine Abweichung vorhanden ist zwischen den, in den Inkubaten von verschie- 
denen Zusammensetzung. Dieser Umstandweist auch unter in vivo Verhaltnissen auf  
die Substitution hin. Mit Riicksicht darauf, dass die Substitution auch bei den 
Ionkombinationen/z equ. Mg 2 ÷ :/~ equ. K + ---- 20:30 und/z equ. Mg 2 ÷ :/z equ. Na  ÷ = 20: 
30 besteht kann man voraussetzen, dass unter in t, ivo Verh/iltnissen die Ionaktivit/it 
bloss aufWirkung des Ionmilieus nur in cca. 1/2-1/2, 5 Teil zur Geltung kommen kann, 
da das auf  Grund der Substitution summierte gesamt K + 4- Na  + 4- Mg ~+ m equ./1 = 
148,1 auf Grund der Standardwerte ftir Kaninchen ist. 10 Dagegen nach den in vitro 

Messungen 150 m equ./1 Alkali zum Tris vergleichend nur m~issig hemmt. Die 
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Ionwirkung wird durch ein, etwas h6hers pH gest/irkt, als das in vitro gemessene 
optimale pH. Laut den in-vitro Experimenten, die ausschlieslich in Anwesenheit 
yon tris feststellbare Aktivit/it, welche selbst bei Anwesenheit von aktivierenden Ionen 
mit nur cca. 95 ~ erhSnt wird auf  Wirkung von 50 m equ./1 K + resp. Na  + und nur 
cca. 40 ~ auf  50 m equ./1 Mg 2+. Diese Tatsache weist darauf  hin, dass das En- 
zymeiweiss entweder adsorptive ein gewisse Menge Na ÷ -Ionen enth/ilt, welche sich 
anl~isslich der Fraktionierung auf der Watmann 3 Kolonne nachtr/iglich beigemischt 
haben k6nnten, oder, dass es w/ihrend der Fraktionierungsmanipulationen gewisse 
Mengen dieser Ionen behalten k6nnte, mit denen es im Plasma zusammen war. Auf  
die Untersuchung dieser Voraussetzung sind wir in dieser Arbeit nicht eingegangen, 
obwohl die Ionen bindende Kapazit/it vieler Eiweisse kennend, das Problem bei der 
Bestimmung spezif. Aktivt~it als eine nicht vernachl/issigende Aufgabe zu erachten ist. 
Aus unserem Fall kann die in-vivo Aktivit~it aus den in vitro Angaben schon deshalb 
nicht genau bestimmt werden, da sich die 'nascens' Grundverbindungen in vivo sofort 
azetilisieren, resp. entleeren. Ein Teil absorbiert sich in das Gewebe. Auf  diese Weise 
spielt sich in vollem Masse die Hydrolise jeder SA-fl-4N-G Molekiile ab, welche der 
Organismus mit dem Harn in unver~inderter Form nicht verlassen. Nach unseren 
Vorversuchen kann man nicht nur im Blute, sondern auch in Gewebe fi-4N-Glukosi- 
dase vorfinden. 

(g) Der Einfluss des Enzym--Substrat Verhdltnisses auf die Enzymaktivitdt 
Die Wirkung der Aenderung des Enzym--Subst ra t  Verh~iltnisses ist auf  der Abb. 8 

ersichtlich. Die Proportionierung der Geschwindigkeit der enzymatischer Reaktion 

e ~ e ~ e  IO0~L 

] '  o ~ o  50~l 

0 5 rO 20 30 

Min 

AaB. 8. Der Einfluss des Enzym--Substrat Vem~iltnisses auf die Enzymaktivit~it. 
Zusammensetzung des Inkubations gemisches: 0,05Mol. Trispuffer yon pH 7 zu 1 ml Endvolumen, 
10/zM Q-4N-G, 50/z equ.K +. Temperatur 40 °. Die sichtbaren t~l Angaben am Kurven bedeuten 

die Menge zum Verzuch bentitzten EnzymlOsung. 
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TABELLE 3. DIE UNTERSUCHUNG DES DILUTIONSEFFEKT IN ENZYMAKTIVIT*T 
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TABELLE 4. DIE KOMPETITIV HEMMUNG DER fl-4N-GLUKOSIDASE IM Q-4N-G-Q SYSTEM 
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3,56 3,7 
1,633 0,817 

6 

Zusammcnsotzung des Inkubationsgemisches: 0,05 Mol. Trispuffer yon pH 7 zu 
1 ml Endvolumen 50 p equ. K +, 10 pl Enzym. Temperatur 40 °. Zeit 30 Min. 
Substrat~[Q-4N-G], und hemmondes Mittel---[Q]-Konzentration siche in dcr 
Tabelle. 
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zur Enzymkonzentration ersieht man auf der Tabelle 3. Da hierfiber einen Aktivator 
ben6tigendes Enzym die Rede ist, so ist es nicht verwunderlich, dass tiber der 10 td 
Enzymmenge, infolge der Dilutionswirkung die Aktiviffitskurve der Enzymkonzen- 
tration 'hohl' abl~iuft. Die Werte unter 10 t~l Enzymmengen zeigen einen, zum linearen 
Anwschen n/iher stehenden 'hohlen' Ablauf, da hier das optimale Ionmilieu (50/~ equ./ 
ml bei 10 /~1 Enzym) oder sein relativ Vielfaches (50 /~ equ. Ion/ml/7,5 /A ) 71 /~1 
Enzym) wirkt in Richtung der Aktiviffitsminderung. Der Ionen [iberschuss hemmt im 
allgemeinen in F/illen von K +, Na + und Mg z+ nicht in solchem Masse, als der aktivie- 
rende Ionmangel, wie es sieh aus den Kurven der Abb. 5, 6 und 7 heraussteilt. 

Auch im Falle der fl-4N-Glukosidase sprechen wit tiber ein solches Enzym, bei 
welchem die Reaktionsprodukte--in erster Linie die 'nascens' SA-Molektile--durch 
Zustandebringen von inaktiven Komplexe, eine kompetitive Hemmung hervorrufen 
(siehe Tabelle 4) was mit der Verminderung der effektiven Enzymkonzentration 
verbunden ist. Die verschiedenen 'nascens' SA-Derivate, Komplexe von abweichender 
Stabilit/it bildend, kSnnen sich in abweichendem Masse zu den Enzymeiwessen 
binden. Solcher Art ist der Abbau der SA-fl-4N-Glukoside auch f6ir das Enzym keine 
erstrangige Reaktion, selbst bei den Enzymmengen unter 10 /A nicht, wo wir die 
Substratkonzentration als in grossem I]berschuss vornanden seiend bezeichnen 
kSnnen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Mit Hilfe einer Hydrolase der fl-4N-Glukosidase aus Kaninchenplasma wird die 
in-vitro Hydrolise yon sechs SA-fl-4N-G untersucht. Es wird fiber die gewonnene 
Erfahrungen bei der Herstellung und Reinigung des Enzyms detailiert berichtet. 
Es wird zubereitet indem nach Azetonfraktionierung das Rohenzym durch die 
Watmann 3 Kolonne gereinigt wird, wobei die spezif. Aktivitfit des Rohenzyms 
w~ichst cca. 200-250 fach, und 70-80 ~ der orig. Aktivit/it erhalten bleibt. 

Die kinetischen Untersuchungen werden ausftihrlich berichtet, fiber dem zeitlichen 
Verlauf der durch die fl-4N-Glukosidase katalisierte Hydrolise, und iiber die 
Gr6ssenordnung der enzymatischen Reaktion. 

Die Abh~ingigkeit der Enzymaktivitfit v o n d e r  Substratkonzentration wurde 
untersucht, und auf einzelne SA-fl-4N-G-s wurden die KM-e berechnet. Bei der 
Untersuchung der Temperaturwirkung stellten wir lest, dass das Optimum 40 ° ist. 
Das pH Optimum des Enzyms ist 7. Die ErhShung des pH vermindert empfindlicher 
die Aktivit~it des Enzyms als die Erm/issigung. 

Die fl-4N-Glukosidase wird vom K +, Na + und Mg 2~ stark, vom Ca 2q schw/icher 
aktiviert. Das NH4 + hat praktisch keinen Einfluss auf die Enzymaktivitfit bis da Zn 2+ 
und Cu 2+ lamend wirken. Es besteht eine Substitution unter den stark aktivierenden 
Ionen. Die wahr-scheinliche Wirkung des Phenomens wird beschrieben. 
Aus der Untersuchung des Enzym--Substrat  Verh/iltnisses konnten wit darauf folgern, 
dass das Enzym durch die yon ihm befreiten SA-fl-4N-G kompetitive gehemmt 
wird. 
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