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Isolierung und Reinigung einer 16slichen O-AcetyI-AryI-Esterase aus Ratten- 
nieren 

Im Gegensatz zur Leber ist die Niere beziiglich ihres Esterasegehalts wenig 
untersueht. Aus den vorliegenden Ergebnissen der Literatur ist zu entnehmen, dab 
sowohl die Leber -1 als auch die Nieren -2 4 Esterasen partikelgebunden (vorwiegend 
microsomal), also in nicht 16slicher Form in der Zelle vorliegen. 1963 berichteten 
wir erstmals tiber das Vorkommen einer 16slichen, also cytoplasmatischen Esterase 
in Rattennieren, die bevorzugt N-Aeylaminos/iure-ester (z.B. N-Acetyl-L-tyrosin- 
und N-Benzoyl-L-arginin~ithylester) nur im sauren Milieu (pH-Optimum 6.o) hydro- 
lysiert 5. In vorliegender Arbeit wird der Nachweis einer zweiten 16slichen Ratten- 
nierenesterase erbracht sowie fiber ihre Eigenschaften und Reinigung kurz berichtet. 
Ausgangspunkt hierffir war der bereits 1958 von uns erkannte Befund, wonach 
auger der Leber und dem Serum die Nieren von Rat ten eine als "O-Acetyl-Esterase" 

T A B E L L E  I 

EIGENSCHAFTEN DER O-ACETYL-ESTERASE DES RATTENNIERENCYTOPLASMAS 

Substrat : o.oi M O-Acetyl-L-tyrosin; pH 7.o; Inkubationszeit : 3 ° 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-hydroxyphenylpropionsAure wurde 
nur ein zwischen pH 8 und 9 liegendes Optimum titrimetrisch (nach Ref. 8) erhalten). Temperatur- 
Optimum: 45-5 o°. Stabilit~Lt bei pH 7.o: nach 6t/~gigem Stehen bei o°: 16% Aktiviti~tsverlust. 
Km-Wert (bestimmt mit der fiber Sephadex G-15o gereinigten Esterase) : 8.1o -3 M. Prozentuale- 
Aktivit~tsverteilung auf die Zellfraktionen (Ausgangshomogenat = ioo; Kern-Fraktion = o.7; 
Mitoehondrien-Fraktion = 12.6; Mikrosomen-Fraktion = 8.7; Cytoplasma-Fraktion -- 78.o). 

Effektoren Konzentrat ion Rel .A ktivitiit 
( M ) ( Kontrollwert = 
im Ansatz  zoo)  * 
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i i o  - s  83 .4  
1 l O  - 3  IOO.O 

I I O  - $  I I 4 . 8  
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* D u r c h s c h n i t t s w e r t e  v o n  4 M e l 3 r e i h e n ;  P r X i n k u b a t i o n s z e i t  : 3 ° M i n  b e i  20  b i s  22 °. 

A b k f i r z u n g  : P C M B ,  p - C h l o r m e r c u r i b e n z o a t .  
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T A B E L L E  II  

REINIGUNGSSCttEMA DER O-ACETYL-ESTERASE &US RATTENNIEREN 

Sub t r a t :  o.oi  M O-Acetyl-L-tyrosin.  Vs = #Mol hydro lys ie r tes  S u b s t r a t . S t d - l . m g  Eiweil3 - t  
bei 37.5 ° (spezifische Aktivi t / i t ) ;  vo = /,Mol hydro lys ie r tes  S u b s t r a t - S t u n d e - l . F r a k t i o n - ~ ;  
Q ~ Anre icherungsgrad .  

Eiweiss Vs Q va A usbeute 
(~g) (%) 

A u s g a n g s h o m o g e n a t  136o 4.93 i .o  6693 IOO.O 
Cy top  l a sma  563 7.07 i. 4 3972 59.4 
DEAE-Cel lu lose -Elua t ,  I = o.I 114 12.8 2.6 146o 21.8 
Ul t ra f i l t ra t  75 19.2 3.9 144o 21-5 
Akt ivs te  Sephadex-G-  15o-Frak t ionen  7.5 95-7 19.4 713.1 lO.6 

bezeichnete Enzymwirkung aufweisen, die selektiv im alkalischen Bereich (pH- 
Optimum 8.o bis 8.4) die Esterbindung zwischen Essigs~iure und der phenolischen 
OH-Gruppe des O,N-Diacetyl-L-tyrosin~thylesters verseiftt Da weiterhin nur in 
der Niere die alkalische N-Acylaminos/iureesterasewirkung fehlt, wurden die im 
Folgenden beschriebenen Charakterisierungs- und Anreicherungsversuche der "O- 
Acetyl-Esterase" mit Rattennieren durchgeftihrt. Als Leitsubstrat diente das nin- 
hydrinpositive 0-Acetyl-L-tyrosin, dessen Hydrolyse entweder durch papierchroma- 

T A B E L L E  I I I  

S UBSTRATSIOEZIFITA_T D E R  G E R E I N I G T E N  C Y T O P L A S M A T I S C H E N  O - A C E T Y L - A R Y L - E S T E R  ASE A u g  

R A T T E N N I E R E N  

Die FIydrolyse s i imtl icher  aufgef t ih r t en  E s t e r s u b s t r a t e  wurde  du rch  a u t o m a t i s c h e  T i t ra t ion  der 
bei p H  8.0 u n d  37.5 ° f re igesetz ten  SSmre mi t te l s  o.I M NaOFI nach  dem pH-Sta t -Ver fahren~  im 
pufferfreien Milieu verfolgt .  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  5" IO-a M. Die spezifische Aktivit~Lt der  ge- 
re in ig ten  Es te rase  gegenflber 0 -Ace t y l t y ro s i n  betrAgt  1.6/zMol gebildetes T y r o s i n . M i n - l - m g  
Pro te in  -1 bei 37.5 °. Dieser W e r t  wurde  gleich ioo gesetzt .  Die Akt iv i t i i t  der  fibrigen Subs t r a t e  
wurde  als re la t ive Akt iv i t i i t  zur  0 -Ace ty l t y ro s inhyd ro ly se  angegeben.  

Substrat Relative 
A ktivitiit 

0-Acety l -L- tyros in  ioo  
O-Acet y l -p -Hydroxypheny lp rop ions~ure  19o 
P h e n y l a c e t a t  (Ess igs~urephenyles ter)  252 
2 - N a p h t h y l a c e t a t  (Ess igs~urenaphthyles te r )  121 
O, N- Diacetyl-L- tyrosinXthyles ter  184 
O-Acetyl,N-Benzoyl-L-tyrosinS.thylester 163 
O- Acety l ,N-Carbobenzoxy-L- tyros in~t thyles ter  69 
O,N-Dibenzoyl-L- tyros inAthyles ter  45 
O,N-Dibenzoyl-L- tyros in  66 
A thy l ace t a t  (Essigs~ure~thylester)  lO. 5 
~ t b y l b u t y r a t  (ButtersS.ure~thylester)  lO. 5 
Acetylcholin,  P h e n y l b u t y r a t ,  Tr ibu tyr in ,  N-Acetyl -L-  

ty ros in~thyles te r ,  L-Tyrosin/~thylester,  L-Tyrosin-O- 
Sulfat  u n d  2 -Hydroxy-5 -n i t ropheny l su l f a t  (Di-KMium- 
salz) sowie P h e n y l p h o s p h a t ,  L-Leucinamid,  L-Leucin- 
f l -naph thy lamid ,  Glycyl-L-leucin und  Carbobenzoxy-  
g lycy lphenyla lan in  - - *  

* W u r d e n  yon dem gereinigten E n z y m  nicht  angegriffen. 
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tographische Bestimmung des freigesetzten Tyrosins analog der Tyrosinesterolyse 7 
oder titrimetrisch nach dem pH-Stat-Verfahren s quantitativ verfolgt wurde ; auf die 
gleiche Weise s wurde die Hydrolyse der iibrigen Ester quantitativ bestimmt. Die 
Eigenschaften der 0-Acetyl-Esterase sind in Tabelle I zusammengestellt. Es handelt 
sich um eine relativ thermo- und zeitstabile, im neutralen bis alkalischen Bereich 
wirksalne, nicht partikelgebundene organophosphatsensitive Esterase (DFP hemmt 
stark!), also eine B-Typ-Esterase 9. Da Eserin auch in hohen Konzentrationen keine 
Hemmwirkung zeigt, sind Cholinesterasen an der 0-Aeetyltyrosin-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 0-Acetyl-Esterase erfolgte v o n d e r  
Cytoplasmafraktion (durch zweimaliges Zentrifugieren in der MSE-Zentrifuge bei 
40 ooo × g fiir je 60 Min erhalten) ausgehend in zwei Schritten. Im i. Schritt wurde 
durch DEAE-Celluloseehromatographie das bei pH 6.5 (Phosphatpuffer; I = 0.025) 
adsorbierte Cytoplasma-Protein im diskontinuierlichen Phosphatpuffer-Kochsalz- 
Gradienten (I ~ 0.025, o.I und 0.5; pH 6..5-7.2) schrittweise eluiert. Die h6chste 
0-Acetyl-Esterase-Aktivit/it findet sich im Eluat der Ionenst/irke I ---- o.I. Das bei 
I = 0. 5 eluierte Enzym besaB nur 35% der spezifischen Aktivit/it des vorher- 
gehenden Peaks (I = o.i) und war auBerdem mit den restlichen Esterasen und Pepti- 
dasen des Ausgangscytoplasmas vermischt. Zur weiteren Reinigung wurde das I 
o.i-Eluat schonend eingeengt (lyophilisiert oder ultrafiltriert) und auf Sephadex 
G-I5 o gelfiltriert. Tabelle II gibt das Ergebnis eines Repr~sentativversuches wieder. 
Die auf diese Weise ungef~hr 2ofach gereinigte Esterase besaB die in Tabelle III  
zusammengefal3te Substratspezifit~it. 

Auf Grund der bevorzugten Hydrolysewirkung der Esterase auf Ester, die 
aus Essigs~ure und einem aromatischen Alkohol oder Arylrest gebildet werden, 
kann das Enzym als 0-Acetyl-Aryl-Esterase bezeichnet werden. 

Physiologisch-chemisches Institut der Universitgt, 
Halle, Saale (D.D.R.) 

ROLF KLEINE 

DETLEV JoswIG 
HORST HANSON 

i P. BOHLEY, R. KLEINE, M. FROHNE, H. KIRSCHKE, J. LANGNER UND H. HANSON, Z. Physiol. 
Chem., 344 (I955) 55; dort  unter  dem Zitat 5 ° weitere Literaturhinweise.  

2 CH. R. SHAW AND A. L. KOEN, Science, 14o (1963) 7 ° . 
3 R. KLEINE, Vortrag auf  der Tagung der Biochemischen Gesellschaft der D.D.R. am 25. Juli 

196.5 in Magdeburg. 
4 S. SHIBKO AND A. L. TAPpEL, Biochem. J., 95 (1965) 731. 
5 R. KI.EINE, Vortrag auf  tier Tagung der Arbeitsgemeinsehaft  Biochemie am 17. December 

1963 in Jena;  Verhandl. Ges. Exptl. Med. D.D.R., 6 (1964) 171. 
6 R. KLEINE, Dissertat ion Halle, Saale, 1958. 
7 H. HANSON UND R. KLEINE, Z. Physiol. Chem., 315 (1959) 208. 
8 R. KLEINE UND H. HANSON, Acta Biol. Meal. Ger., 9 (1962) 606. 
9 W. N. ALDRIDGE, Biochem. J., 53 (1953) IiO, 117. 

Eingegangen am24.  MRrz, I967 

Biochim. Biophys. Acta, 139 (1967) 511 513 


