Carbohyvdrate Reseurch, 117 (1983) 332-338
Flsevier Science Pubhshers B V' | Amsterdam  Printed in The Netherlands

Note

Verwendung der vernetzten Amylose zur selektiven Bestimmung der a-
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In letzter Zeit wird den auf radialer Diffusion in Gelen fussenden biochemi-
schen Analysenvertahren cine stetig wachsende Beachtung geschenkt, da sic vor
allem als Screening-Vertahren in der Mikrobiologie, dann in der immunochemi-
schen Analyse’ | in der Frnizymologie zur Aufdeckung katalvtischer Aktivititen® °
sowie zur halbquantitativen Bestimmung von Enzymaktivitaten” ™ von Vorteil
sind.

Die Bestimmung der a-Amylase (EC 3.2.1.1) mittels Radialditfusion bildete

: - L7010
den Gegenstand schon zahlreicher Untersuchungen®™ " !

Die verhaltmismassig
hohe Zahl der aut dicsem Gebiet veroffentlichten Arbeiten st voll berechtigt. zieht
man das besondere Interesse in Betracht, weiches diesem Enzym mit seinen Ver-
flechtungen mit der pharmazeutischen und febensmittelindustrie. mit  der
praparativen und analvtischen Chemie und Biochemie sowie mut der klinischen
Chemie und Diagnostik'’ geschenkt wird. Dic erwahnten Arbesten schen die Ver-
wendung von loslicher Starke als Substrat. in Agar oder cinem anderen gelbilden-
den Medium—wie 7.B. Agarose-—verteilt, vor. Die Anwendung der radialen
Diffusion erlaubt die Bestimmung der amylolvtischen Enzvme in threr Gesamtheit
(e-Amylase, B-Amylase. Glucoamylase), die stark miteinander mterferieren’,
indem sie alle auf die gleichen Substrate einwirken und oft nebenemander in den
verschiedenen biologischen Materialien vorkommen'

In der vorliegenden Arbeit berichten wir uber die Anwendung von Amylose
und vernetzter Amylose als Substrat zur selektiven Bestimmung der a-Amylase
mittels Radialdiffusion. In fritheren Arbeiten™ "™ zagten wir, dass dic mit 1-
Chloro-2 3-epoxypropan (Epichlorhvdrin} vernetzte Amylose ein spezifisches Sub-
strat far die a-Amylase (Endoamylase) darstellt, ohne aber auch ein Substrat tur
die S-Amylase und Glucoumylase (Exoamylasen) zu sem  Diese Figenschatt er-
faubte ¢s uns, dic a-Amviase in Anwesenheit von g-Amvilase' " '™ oder von Gluco-
amylasc’™ zu bestimmen oder sie atfinitatschromatographisch  an vernetzter
Amylose von den begleitenden Exoamylasen zu trennen'™ ' ahnlich. wie es
Weber ez al.'” an vernetzier Starke verwirklichten,
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In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Prdparate verwendet: a-
Amylase (Karl Roth), B-Amylasc (Sigma), Amylose (Koch-Light) und mit 1-
Chloro-2.3-epoxypropan vernetzten Amylose®*~!. Die Vernetzung der Amylose
mit 1-Chloro-2.3-epoxypropan wurde in basischem Milieu, wie frither be-
schrieben®"?!, vorgenommen, wobei unterschiedliche Amylose-1-Chloro-2,3-
epoxypropan Verhiltnisse beachtet und folgende Priparate erzielt wurden:
Amylose X-10*, Amylose X-50, Amylose X-90, Amylose X-100 und Amylose X-
110. Die Amylose X-100, die den fiir unsere Zwecke giinstigsten Vernetzungsgrad
aufweist, wird wie folgt erhalten: Amylose (10 g) in Pulverform wurde in auf 0-5°
abgekiihlte 5M Natriumhydroxidlosung (30 mL) eingetragen und unter Riihren
portionsweise mit 1-Chloro-2,3-epoxypropan (10 g) versetzt. Sodann wird das
Reaktionsgemisch 1 h auf dem Wasserbad zunéchst bei 40-50° und dann abschlies-
send noch 2 h bei 60-75° erhitzt. Das erhaltene briichige Gel wird nun im Reak-
tionsgefiss zerkleinert und mit Wasser ausgiebig bis zur vollstindigen Entfernung
des Natriumhydroxids gewaschen und auf Sieben mit entsprechender Maschen-
weite granuliert. Die erhaltenen Priaparate wurden nach Entwésserung mit Aceton
an der Luft getrocknet™.

Die zur Diffusion notwendigen Gele wurden durch homogene Verteilung
von Amylose bzw. vernetzter Amylose (1 g) in auf 60-70° erwdrmter 1%-iger
Agarlésung (100 mL) mit einem pH-Wert von 6,5-6.8 erhalten. Die erhaltene Sus-
pension wurde dann auf Platten (8 X 8 cm) gegossen, so dal} eine Gelschicht mit
gleichmissiger Dicke von 0,3 mm entstand (20 mL Suspension fiir Platten von 8 X
8 cm). Der Durchmesser der Ausbohrungen betrug 3.5 mm. In diese wurden je 30
1L a-Amylaselosungen mit Konzentrationen von 0,003-1 mg/mL, bzw. 8-Amyla-
selésungen mit Konzentrationen von 0,001-0.30 mg/mL eingetragen. Die gewdhn-
lich angewandte Diffusionszeit betrug 20 h bei 25° in feuchter Kammer, jedoch
wurden in einigen Versuchen die Proben auch erst nach 62 h entwickelt. Zur Ent-
wicklung wurde 0,1 lodlosung verwendet.

Die spezifischen reduktometrisch mit 3,5-Dinitrosalizylsiure-Reagens® be-
stimmten Enzymaktivititen der verwendeten Enzyme betrugen 20,4 umol
freigesetzte Maltose - min~! - mg~! Protein im Falle der a-Amylase und 52,3
pmol freigesetzte Maltose - min~' - mg ' Protein im Falle der 8-Amylase.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
In Abb. 1 und 2 sind die mit 0,1M lodlésung entwickelten Gelplatten nach 20-

h Diffusion der Enzyme widergegeben. Man bemerkt, daf sich die a-Amylase so-
wohl in dem Gel mit Amylose, als auch in dem mit vernetzter Amylose in dhnlicher

*Der Buchstabe X weist darauf hin. dal die Amylose vernetzt ist, wahrend die darauffolgende Zahl die
Menge des zur Vernetzung von 100 g Amylose verwendeten 1-Chloro-2.3-epoxypropan in Grammen
ausdruckt.
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Abb 1 Diffusion der a-Amvlase aut mat Amylose (a), bsw. verncizter Amvlose (by beschickten
Gelplatten  Aufgetragene Fnzvmmenge 30wl von Enzymlosungen, deren Konzeattatonen ber 1-
0.003 mg/ml. lagen

Abb. 2 Diffuston der S-Amylase aut mut Amvlose (a), bzw  vernctzter Amylose (b) beschickten
Gelplatten  Aufgetragene Fozvmmenge 30 pl. von Fnzymlosungen, deren Konzentrationen ber 0,3~
0.001 mg/mL lagen

Weise verhilt. wihrend die B-Amylase ausschliesslich in Gel mit Amylose, ihrem
naturlichen Substrat, thre Aktivitat zur Geltung bringen kann. Auch bei relativ ho-
hen a-Amylasekonzentrationen wird im Gel mt vernetzter Amylose keine amylo-
Ivtische Aktivitit beobachtet.

Stellt man die Durchmesser der Diffusionszonen, die sich bei den mit Amylo-
se. bzw. mit vernetzter Amylose beschickten Gelplatten gebildet haben in Abhadn-
gigkeit von dem logarithmischen Wert der angewandten a-Amylasekonzentratio-
nen graphisch dar. so kann eine Linearitat fur das gesamte Gebiet der verwendeten
a-Amylasekonzentrationen beobachtet werden (Abb. 3). Was die B-Amylase an-
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Abb. 3. Graphische Darstellung der Werte der Diffusionszonendurchmesser in Abhéngigkeit von den
logarithmischen Werten der angewandten a-Amylasemengen im Falle der mit Amylose (@—@),
bzw. mit vernetzter Amylose (O---O) beschickten Platten, nach 20 und 62 h.

belangt, so stellt man ebenfalls eine lincare Abhingigkeit der Diffusionszonen-
durchmesser von den logarithmischen Werten der betreffenden Enzymkonzen-
trationen fest, doch nur in den mit einfacher Amylose beschickten Gelplatten. Das
Fehlen einer Enzymaktivitat der 8-Amylase (Exoamylase) in mit vernetzter Amy-
lose beschickten Gelplatten ist auf die Unterbindung der hydrolytischen Einwir-
kung dieses Enzyms an den durch 2-Chloro-1,3-epoxypropanvernetzung gebilde-
ten Glycerolatherbriicken zuriickzufiilhren (Abb. 4). Diese interkatenaren Quer-
verbindungen fithren zu dhnlichen Strukturen, wie sie die Verzweigungspunkte
(branching points) aus der Struktur der Stirke darstellen, an denen die S-amyloly-
tische Aktivitit unterbrochen wird. Wir mochten hiermit auch erwiahnen, dal3 das
Amylopektin (wie auch die Amylose) bekanntlich sowohl fiir die a-Amylase, als
auch fiir die 8-Amylase ein Substrat darstellt—wie auch zusitzliche, von uns auf
Gelplatten ausgefiihrte Versuche gezeigt haben—zum Unterschied von der durch
Glyceroldtherbriicken hochvernetzten Amylose X-100, die mit ihrem dichten
Netzwerk nur fir die a-Amylase, aber nicht auch fiir die 8-Amylase ein abbauba-
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Abb 4 Graphische Darstellung dor Werte der Dittustonszonendurchmesser in Abhanigked von den
logarithmischen Werten aer angewandten -Amviasemange m Fafle dorart Anndose (@— —@) brw
it vesoetzter Amviose {A-- A heschaoaten Platren naeh Zhund o2 b

Abb S Diftustonsconen oot deteer e Amvlasemengen I mgrmi o tag S mg mi by 1002 g ml
{c) in Abwesenhert s v und Gegerwart von 1 mp (2) odee 2 mg Rindesserumetbigecnal 035 b mit
Arnnhnc (A bew seractzien v loase 1B beschickton Giedplatten
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Abb. 6. Diffusionszonen verschiedener 8-Amylasemengen 0.28 mg/mL (a). 0,14 mg/mL (b), und 0,07
mg/mL (c) 1in Abwesenheit (1) und in Gegenwart von 1 mg (2} oder 2 mg Rinderserumalbumin/mL (3)
bei mit Amylose (A), bzw. mit vernetzter Amylose (B) beschickten Gelplatten.

res Substrat bildet. Die erzielten Ergebnisse sind in voller Ubereinstimmung mit
denen aus frihreren Arbeiten'*'", in welchen gezeigt wurde. da3 die vernetzte
Amylose nur fiir die a-Amylase ein Substrat darstellt und so die selektive Bestim-
mung dieses Enzyms ermdglicht.

Wird die Diffusionszeit auf 62 h verlangert, so werden dementsprechend
grossere Diffusionsdurchmesser erhalten (Abb. 3 und 4). Es ist bekannt, dass Ei-
weisstoffe—und unter gewissen Bedingungen auch einige Detergentien—auf die a-
Amylase eine aktivierende Wirkung ausiiben konnen, wenn sie durch die gewéhn-
lichen Methoden bestimmt wird®*!. Um festzustellen, ob dieses auch bei der hier
vorgeschlagenen diffusiometrischen Methode der Fall ist, bestimmten wir die Akti-
vitit der a- und B-Amylase auch in Anwesenheit von unterschiedlichen Rinderse-
rumalbuminmengen. So wurde die Aktivitdt verschiedener a-Amylasekonzentra-
tionen (0,25-1 mg/mL} in Abwesenheit und Gegenwart von 1 bzw. 2 mg Rinderse-
rumalbumin/mL bestimmt. Bei der 8-Amylase lagen die betreffenden Enzymkon-
zentrationen zwischen 0,07 und 0.28 mg/mL. Aus Abb. 5 und 6 geht hervor, dal
die Anwesenheit von Rinderserumalbumin nicht den geringsten Einfluss auf die
diffusiometrisch bestimmte Aktivitat dieser Enzyme ausiibt, auch nicht einmal
dann, wenn seine Konzentration die der @-Amylase um das 8-fache und die der 8-
Amylase um das 30-fache ubersteigt. Dadurch kann diese Methode ohne weiteres
zu Serienanalysen von Gesamtproteinextrakten. z.B. bei der Auslese von hochpro-
duktiven amylaseerzeugenden Mikroorganismengruppen oder zu Analysen ver-
schiedener biologischer Flissigkeiten herangezogen werden.

Bei der Anwendung von Amylose X-100 liegen die Grenzen des vorgeschla-
genen Nachweisverfahrens bet 0,05 ug Enzym/Probe und sind mit denen anderer
radialdiffusiometrischer Methoden vergleichbar. Wird cine Amylose mit dichte-
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rem oder loserem Vernetzungsgrad verwendet, verringert sich die Empfindlichkeit
der Methode.
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