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ABSTRACT

It is possible to prepare crystallized *Leucineaminopeptidase”
Jrom ox-lenses and to activate it with Mg and Mn ions. If *4MnCl; is
added to the solution before crystallization, the enzyme crystals then
Jormed are radio-active. At a probable leucineaminopeptidase
molecular weight of 325,000 a content of 4-5 atoms of manganese
per molecule of the enzyme will be found. The metal is bound tightly
and can neither be separated by Sephadex G 25 nor by continuous
dialysis at pH 8 against Tris-buffer.

The labelling of leucineaminopeptidase with 4Mn may also be
carried out by simple incubation of the solution of the enzyme with
MnCls. The superfluous non-protein-bound metal is separated quan-
titatively on a column of SEPHADEX G 25.

Subsequently the binding capacity of leucineaminopeptidase for
Zn and Co ions was stated as a function of pH value and the con-
centration of the metal ions.

ZUSAMMENFASSUNG

Das Protein “Leucinaminopeptidase” kann aus Rinderaugenlinsen
kristallisiert werden und ist durch Magnesium- und Manganionen
aktivierbar. Wird einem Kristallisationsansatz 54MnCls zugesetzt, so
sind die gewonnenen Enzymkristalle radioaktiv. Bei einem wahr-
scheinlichen Molekulargewicht der Leucinaminopeptidase von 325.000
findet man einen Gehalt von 4-5 Atomen Mangan pro Enzymmolekiil.
Das Metall ist fest gebunden und lipt sich weder durch Fraktionierung
an Sephadex G 25 noch durch kontinuierliche Dialyse bei pH 8 gegen
Trispuffer entfernen.

Die Markierung der Leucinaminopeptidase mit 5*Mn kann auch
durch einfache Inkubation der Enzymlosung mit Manganchlorid
erfolgen. Das iiberschiissige, nicht-proteingebundene Metall wird an
einer Sephadex-Sdule quantitativ abgetrennt.



256 S. FITTKAU, U. KETTMANN UND H. HANSON

Weiter wurde die Bindungsféhigkeit der Leucinaminopeptidase fiir
Zn- und Co-lonen in Abhdngigkeit vom pH-Wert und der Metall-
ionen-Konzentration bestimmt.

Leucinaminopeptidase (abgekiirtzt LAP) ist ein Ferment, das aus Polypep-
tiden N-terminale Aminosaduren abspaltet. Die enzymatische Wirksamkeit wird
durch Zusatz kleiner Mengen an Mn* *- und Mg* *-lonen erh6ht. Zur Unter-
suchung, ob die Metallionen mit dem Fermentprotein eine stabile Bindung ein-
gehen oder ob nur wiahrend der Spaltungsreaktion ein reaktionsfahiger Metall-
chelatkomplex gebildet wird, haben wir das Mangan-Isotop 3*Mn, einen
v-Strahler mit einer Halbwertszeit von 310 Tagen, eingezetzt.

Die Markierung des Proteins mit Schwermetallionen kann prinzipiell auf
zwei Wegen erfolgen, 1. durch Einbau des [sotops wéhrend der Kristallisation
oder 2. in Losung durch Inkubation des Proteins mit Manganchlorid unter
optimal erkannten Bedingungen und Abtrennung der nicht gebundenen iiber-
schiissigen Radioaktivitit. Wir haben {iber beide Verfahren eine mit Mangan-54
radioaktiv markierte Leucinaminopeptidase erhalten.

Als Ausgangsmaterial stand ein kristallisiertes Enzym zur Verfiigung, das
nach dem Verfahren von Glisser und Hanson '’ manganfrei hergestellt war.
Es wurde in Trispuffer geldst, mit **MnCl, in 2. 107> molarer Losung bei pH 8
und 40° prainkubiert und mit Ammoniumsulfat zur Kristallisation gebracht.
Die kristallisierte Leucinaminopeptidase enthielt nach Abzentrifugieren und
Auswaschen der iiberschiissigen Radioaktivitdt eine hohe Impulsrate, aus der
die spezifische Aktivitdt und damit der Mangangehalt bestimmt wurde.

ERGEBNISSE

Das Schwermetall wird von dem Enzym fest gebunden und ist nicht nur
labil in den Kristallen eingeschlossen. Das zeigen Versuche zur Fraktionierung
der in Trispuffer gelosten Leucinaminopeptidase an einer Sephadex G 25-Siule.
Die LAP mit einem Molekulargewicht von etwa 325,000 wird von diesem Gel
nicht zuriickgehalten, wéihrend freies Mangan nur sehr verzdgert eluiert
wird (Abb. 1).

Im S&ulenauslauf wurden kontinuierlich verfolgt und registriert die Eiweil3-
konzentration durch Absorption im UV mit Hilfe einer Durchlaufkiivette und
gleichzeitig die Radioaktivitit. Die ausgezogene Kurve gibt die EiweiBkonzen-
tration, die gestrichelte Kurve die Impulsrate wieder. Beide Peaks fallen genau
zusammen, was beweist, dal die Leucinaminopeptidase das Mangan chemisch
gebunden enthélt. Der zweite kleinere Impulsgipfel zeigt freies Mangan an,
welches erst spiter eluiert wird.

Von dem die LAP enthaltenden Sauleneluat wurde der absolute EiweiB3-
gehalt, der C,-Wert als MaB fiir die enzymatische Wirksamkeit, die spezifische
Radioaktivitat und daraus der Mangangehalt des Enzymproteins bestimmt
(Tab. 1.
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Bei dem angenommenen Molekulargewicht der Leucinaminopeptidase von
325,000 entspricht die gefundene Manganmenge einem Verhdltnis von 4-5
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ABB. 1. — Fraktionierung von 4Mn-markierter Leucinaminopeptidase

aus Rinderaugenlinsen an Sephadex G 25.
————— Impulsrate, — FEiweiBkonzentration.

TaBeLLE 1. Quantitative Verhiltnisse der Manganbindung nach Fraktionierung
an Sephadex G 25.
C proteolytischer Koeffizient.

Eiweif Impulsrate Mangan
(mg) &} (I/min) (18)
Inkubationsansatz 120,2 145 4,750.000 1.650

Sauleneluat 57,0 153 128.060 42




258 S. FITTKAU, U. KETTMANN UND H. HANSON

Atomen Mangan pro LAP-Molekiil. Dieses Verhiltnis bleibt konstant und
wird stets wiedergefunden, wenn man mehrfach iiber Sephadex fraktioniert.

Als Beweis fiir die Bestandigkeit der Mangan-Proteinbindung wurde die
markierte Leucinaminopeptidase einer kontinuierlichen Dialyse unterworfen
(Abb.2).
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AsB. 2. — Kontinuierliche Dialyse von 3¥Mn-markierter Leucinaminopeptidase.
54Mn-LAP-Lésung, - - — — — 54MnCle-Losung.

Der Verlauf der Dialyse wurde mit einem Eintauchzihlrohr, das sich inner-
halb des Dialyseschlauches befand, iiber einen Impulsdichteschreiber verfolgt.
Als DialysegefiB diente eine abgeschirmte DurchfluBkammer. Die ausgezogene
Kurve zeigt den Dialyseverlauf zunéichst gegen Trispuffer pH7,9 bei +6°C.
Der anféngliche Abfall der Impulsrate ist auf freies Mangan zuriickzufiihren.
Bei mehrwochigem Stehenradioaktiv markierter LAPbei -+4 °Ckommteszu einer
geringfiigigen Dissoziation des Enzym-Metallkomplexes. Nach zweistiindiger
Dialyse bleibt die Impuisrate konstant, das heiBt, die nunmehr vorhandene
Aktivitéat ist bei pH 8 fest am EiweiBl gebunden. Die Stabilitit der Mangan-
EiweiBbindung ist pH-abhéngig : bei Dialyse gegen Wasser pH 5 setzt ein
kontinuierlicher Abfall der Impulsrate entsprechend einer laufenden Dissozi-
ation des Enzym-Metaltkomplexes ein. Die gestrichelte Kurve in Abbildung 2
gibt als Vergleich den Dialyseverlauf einer reinen Mn* *-Losung etwa gleicher
spezifischer Aktivitdt wieder.
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Nachdem in weiteren Versuchen gefunden wurde, daB sich die Leucin-
aminopeptidase auch ohne Rekristallisation, namlich durch einfache Inkubation
mit **Mn markieren lieB, untersuchten wir die Manganbindungsfihigkeit der
LAP in Abhéngigkeit von der Inkubationstemperatur, Inkubationszeit und dem
pH. Die Abtrennung des nicht eiweiBgebundenen Mangans erfolgte wieder an
SEPHADEX G 25. Von allen Priparationen wurde der Mangangehalt pro
Enzymeiweil} bestimmt (Abb. 3).
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ABB. 3. — Zeit- und Temperaturabhingigkeit der Manganbindung.
0 — 0 — 0 Zeitkurve, + — + — + Temperaturkurve

Die Zeitdauer der Inkubation beeinflut die Manganbindung nicht wesent-
lich; die Bindungsfahigheit der Leucinaminopeptidase ist dagegen stark tempe-
raturabhingig und erreicht bei 40 bis 56°C ein Maximum. Die pH-Abhingig-
keit wurde im Bereich von pH 5 bis 9 untersucht. Der Gehalt an proteingebun-
denem Mangan steigt mit zunehmendem pH-Wert stark an, sodaB man bei
pH 9 einen Mangangehalt von 38 Atomen pro LAP-Molekiil findet. Ob es sich
hier jedoch noch um eine spezifische Bindung handelt, bleibt zu kliren.

Analoge Experimente mit Zink-65- und Kobalt-60-Losungen in wech-
selnder Konzentration und unter Variation der Inkubationsbedingungen fiihrten
eindeutigen zu keiner Markierung. Inkubationsansitze von Leucinaminopepti-
dase mit ¢°CoCl, lieBen sich an Sephadex nicht fraktionieren. Das das Eiwei3
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enthaltende Siuleneluat war in allen Falien kolloidal getriibt und enthieit die
gesamteim UberschuB eingesetzte Radioaktivitit. Entsprechende Markierungsver-
suchemit®°Znscheitern daran, daB Zinksalz-Losungen nochin 10~ *molarer Kon-
zentration im pH-Bereich zwischen 6 und 8 zu einer EiweiBfdllung fiihren und
die spezifische Aktivitit des Uberstandes fiir eine exakte Bestimmung des
Metall-Enzymverhéltnisses zu gering ist. Eine Fortsetzung der Versuche bietet
der Einsatz von trigerfreien °Zn-Losungen.
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