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Isolierung und Reinigung einer léslichen O-Acetyl-Aryl-Esterase aus Ratten-
nieren

Im Gegensatz zur Leber ist die Niere beziiglich ihres Esterasegehalts wenig
untersucht. Aus den vorliegenden Ergebnissen der Literatur ist zu entnehmen, daB
sowohl die Leber-! als auch die Nieren-2-* Esterasen partikelgebunden (vorwiegend
microsomal), also in nicht léslicher Form in der Zelle vorliegen. 1963 berichteten
wir erstmals {iber das Vorkommen einer 16slichen, also cytoplasmatischen Esterase
in Rattennieren, die bevorzugt N-Acylaminosiure-ester (z.B. N-Acetyl-L-tyrosin-
und N-Benzoyl-L-arginindthylester) nur im sauren Milieu (pH-Optimum 6.0) hydro-
lysiert® In vorliegender Arbeit wird der Nachweis einer zweiten loslichen Ratten-
nierenesterase erbracht sowie iiber ihre Eigenschaften und Reinigung kurz berichtet.
Ausgangspunkt hierfiir war der bereits 1958 von uns erkannte Befund, wonach
auBer der Leber und dem Serum die Nieren von Ratten eine als ““O-Acetyl-Esterase”

TABELLEI

EIGENSCHAFTEN DER O-ACETYL-ESTERASE DES RATTENNIERENCYTOPLASMAS

Substrat: o.o1 M O-Acetyl-L-tyrosin; pH 7.0; Inkubationszeit: 30 Min bei 37.5°; danach papier-
chromatographische Bestimmung des freigesetzten Tyrosins nach Ref. 7. pH-Optimum: 7 und
8-8.5 (mit dem analogen, jedoch N-freien Ester O-Acetyl-p-hydroxyphenylpropionsiure wurde
nur ein zwischen pH 8 und g liegendes Optimum titrimetrisch (nach Ref. 8) erhalten). Temperatur-
Optimum: 45—50°. Stabilitit bei pH 7.0: nach 6tigigem Stehen bei 0°: 169, Aktivititsverlust.
Ky-Wert (bestimmt mit der iiber Sephadex G-150 gereinigten Esterase): 8-10~3 M. Prozentuale-
Aktivitatsverteilung auf die Zellfraktionen (Ausgangshomogenat = 100; Kern-Fraktion = o.7;
Mitochondrien-Fraktion = 12.6; Mikrosomen-Fraktion = 8.7; Cytoplasma-Fraktion = 78.0).

Effektoren Konzentration  Rel Aktivitit
(M) ( Kontrollwert =
im Ansatz 100)*

NaF 5-107% 5.8

NaF i-1072 39.2

NaF 1-107% 8o.2

Chinin 1-1072 94.7

DFP 1-107% 14.1

DFP 1-107° 28.9

Eserin 1-1073 100.0

N-Athylmaleimid 11073 100.0

Jodacetat 1-10°3 100.0

PCMB 5-107* 121.3

PCMB 1-104 115.2

Cystein 1-1073 97.0

EDTA 1-10-% 73.6

Ca2t 1-1073 83.4

Co?+ 1-107% 100.0

Mn?+ 1-107% 114.8

Zn%+ I-1074 104.4

* Durchschnittswerte von 4 MeBreihen; Priinkubationszeit: 30 Min bei 2o bis 22°.

Abkiirzung: PCMB, p-Chlormercuribenzoat.
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TABELLE II

REINIGUNGSSCHEMA DER O-ACETYL-ESTERASE AUS RATTENNIEREN

Subtrat: o.or M O-Acetyl-L-tyrosin. g = yMol hydrolysiertes Substrat-Std-'-mg Eiwei3-1
bei 37.5° (spezifische Aktivitdt); vg = uMol hydrolysiertes Substrat-Stunde~!-Fraktion—1;
Q = Anreicherungsgrad.

Eiweiss  vg Q ve Awusbeute

(mg) (%)
Ausgangshomogenat 1360 4-93 1.0 6693 100.0
Cytoplasma 563 7.07 1.4 3972 59.4
DEAE-Cellulose-Eluat, I = o.1 114 12.8 2.6 1460 21.8
Ultrafiltrat 75 19.2 3.9 1440 21.5
Aktivste Sephadex-G-150-Fraktionen 7.5 95.7 19.4 713.1 10.6

bezeichnete Enzymwirkung aufweisen, die selektiv im alkalischen Bereich (pH-
Optimum 8.0 bis 8.4) die Esterbindung zwischen Essigsdure und der phenolischen
OH-Gruppe des O,N-Diacetyl-L-tyrosindthylesters verseift. Da weiterhin nur in
der Niere die alkalische N-Acylaminosdureesterasewirkung fehlt, wurden die im
Folgenden beschriebenen Charakterisierungs- und Aunreicherungsversuche der “O-
Acetyl-Esterase” mit Rattennieren durchgefiihrt. Als Leitsubstrat diente das nin-
hydrinpositive O-Acetyl-L-tyrosin, dessen Hydrolyse entweder durch papierchroma-

TABELLE III

SUBSTRATSPEZIFITAT DER GEREINIGTEN CYTOPLASMATISCHEN O-ACETYL-ARYL-ESTERASE AUS
RATTENNIEREN

Die Hydrolyse samtlicher aufgefithrten Estersubstrate wurde durch automatische Titration der
bei pH 8.0 und 37.5° freigesetzten Saure mittels 0.1 M NaOH nach dem pH-Stat-Verfahren® im
pufferfreien Milieu verfolgt. Substratkonzentration 5-10-* M. Die spezifische Aktivitit der ge-
reinigten Esterase gegentiber O-Acetyltyrosin betragt 1.6 uMol gebildetes Tyrosin-Min~!-mg
Protein—! bei 37.5°. Dieser Wert wurde gleich 100 gesetzt. Die Aktivitdt der iibrigen Substrate
wurde als relative Aktivitit zur O-Acetyltyrosinhydrolyse angegeben.

Substrat Relative
Aktivitdt

O-Acetyl-L-tyrosin 100
O-Acetyl-p-Hydroxyphenylpropionsiaure 190
Phenylacetat (Essigsdurephenylester) 252
2-Naphthylacetat (Essigsiurenaphthylester) 121
0,N-Diacetyl-L-tyrosindthylester 184
O-Acetyl, N-Benzoyl-L-tyrosinathylester 163
0-Acetyl, N-Carbobenzoxy-L-tyrosinithylester 69
0,N-Dibenzoyl-L-tyrosinathylester 45
0,N-Dibenzoyl-L-tyrosin 66
Athylacetat (Essigsiureithylester) 10.5
Athylbutyrat (Buttersiuredthylester) 10.5

Acetylcholin, Phenylbutyrat, Tributyrin, N-Acetyl-L-
tyrosinithylester, L-Tyrosindthylester, L-Tyrosin-O-
Sulfat und 2-Hydroxy-5-nitrophenylsulfat (Di-Kalium-
salz) sowie Phenylphosphat, L-Leucinamid, L-Leucin-
B-naphthylamid, Glycyl-r.-leucin und Carbobenzoxy-
glycylphenylalanin —

* Wurden von dem gereinigten Enzym nicht angegriffen.
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tographische Bestimmung des freigesetzten Tyrosins analog der Tyrosinesterolyse’
oder titrimetrisch nach dem pH-Stat-Verfahren® quantitativ verfolgt wurde; auf die
gleiche Weise® wurde die Hydrolyse der iibrigen Ester quantitativ bestimmt. Die
Eigenschaften der O-Acetyl-Esterase sind in Tabelle I zusammengestellt. Es handelt
sich um eine relativ thermo- und zeitstabile, im neutralen bis alkalischen Bereich
wirksame, nicht partikelgebundene organophosphatsensitive Esterase (DFP hemmt
stark!), also eine B-Typ-Esterase®. Da Eserin auch in hohen Konzentrationen keine
Hemmwirkung zeigt, sind Cholinesterasen an der O-Acetyltyrosin-Esterolyse nicht
beteiligt. Bemerkenswert ist die leichte Aktivatorwirkung des p-Chlormercuriben-
zoats (PCMB) bei fehlendem EinfluB anderer SH-Gruppen-Reagentien wie N-Athyl-
maleimid und Jodacetat. Die Reinigung der O-Acetyl-Esterase erfolgte von der
Cytoplasmafraktion (durch zweimaliges Zentrifugieren in der MSE-Zentrifuge bei
40 000 X g fiir je 60 Min erhalten) ausgehend in zwei Schritten. Im 1. Schritt wurde
durch DEAE-Cellulosechromatographie das bei pH 6.5 (Phosphatpuffer; I = 0.025)
adsorbierte Cytoplasma-Protein im diskontinuierlichen Phosphatpuffer—Kochsalz-
Gradienten (I = o0.025, 0.1 und o.5; pH 6.5—7.2) schrittweise eluiert. Die héchste
O-Acetyl-Esterase-Aktivitit findet sich im Eluat der Ionenstdrke I = o.1. Das bei
I = 0.5 eluierte Enzym besal nur 359, der spezifischen Aktivitit des vorher-
gehenden Peaks (I = 0.1) und war auBBerdem mit den restlichen Esterasen und Pepti-
dasen des Ausgangscytoplasmas vermischt. Zur weiteren Reinigung wurde das I =
o.1-Eluat schonend eingeengt (lyophilisiert oder ultrafiltriert) und auf Sephadex
G-150 gelfiltriert. Tabelle II gibt das Ergebnis eines Reprisentativversuches wieder.
Die auf diese Weise ungefdhr zofach gereinigte Esterase besall die in Tabelle 111
zusammengefaBte Substratspezifitit.

Auf Grund der bevorzugten Hydrolysewirkung der Esterase auf Ester, die
aus Essigsiure und einem aromatischen Alkohol oder Arylrest gebildet werden,
kann das Enzym als O-Acetyl-Aryl-Esterase bezeichnet werden.
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