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SUMMARY 

CEn-3-oxosteroid: (acceptortl-en-oxidoreductase (EC 1.3.99.4) from Nocardia opaca has been highly 
purified by affinity chromatography. The efficiency of the method could be increased by application 
of different techniques. The affinant was synthesized from N-(4-androsten-3-one-17/Goxycarbonylt 
aminocaproic acid and aminohexyl-Sepharose by carbodiimid condensation yielding a ligand density 
of 2pmol per ml gel. Biospecific binding was proved on this matrix. The common affinity chroma- 
tography brought mainly S.A. of about 7,OOfl pmol/min mg. In the presence of 2 M ammonium sulphate 
S.A. of the collected active fractions was about 9,000~mol/min~mg. Combination of hydrophobic 
chromatography on amino-alkyl-Sepharoses and affinity chromatography increased S.A. up to 
20,000 pmol/min.mg. Thus, in relation to the crude extract purification was about 500-fold. Recovery 
of enzyme activity was nearly lOOa% in all cases. 

EINLEITUNG 

Die Technik der biospezifischen Adsorption erwies 
sich such zur Reinigung von steroidbindenden und 
steroidtransformierenden Proteinen als eine aul3eror- 
dentlich leistungsfkhige Methode [l]. So gelang es, 
Steroidrezeptoren auf das mehr als 10,000 fache 
anzureichern [2-71. Steroidtransformierende Enzyme, 
wie die 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus 
menschlicher Plazenta [8%10], 3cc-Hydroxysteroid- 
Dehydrogenase aus Rattenlebermikrosomen [ 1 l] und 
Pseudomonas testosteroni [12] und die 5-En-3-oxo- 
steroidisomerase aus Pseudomonas testosteroni [ 11 
konnten mit Hilfe der Affinitltschromatographie z. T. 
betrgchtlich angereichert werden. Auf Grund der rela- 
tiv niedrigen Steroid-Proteinbindungskonstanten von 
steroidtransformierenden Enzymen (106-lo4 ljmol), 

betrggt jedoch der in einem Schritt erzielbare Anrei- 
cherungsgrad in den meisten Fgllen weniger als 100. 
Im Vergleich hierzu liegen die Konstanten fiir 
Steroidrezeptoren iiber lo9 l/mol. 

Die 4-En-3-oxosteroid: (Akzeptor)-l-en-Oxidore- 
duktase EC 1.3.99.4 (Steroid-1-Dehydrogenase) ist seit 
etwa 1959 Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 
Das Enzym, das in verschiedenen Gattungen von 
Bakterien und Pilzen nachgewiesen wurde [ 13-181, 
ist bisher mit aufwendigen Verfahren, die gleichzeitig 
mit erheblichen AktiviWsverlusten verbunden waren, 
angereichert worden. Kiirzlich gelang es uns in 
Zusammenarbeit mit Lestrovaja[17]. dieses Enzym 

aus N. opaca durch Kombination mehrerer klas- 
sischer Reinigungsoperationen auf eine bisher noch 

nicht beschriebene spezifische Aktivitlt von 
5474 pmol/min.mg mit 38%iger Atisbeute anzurei- 

chern. Durch Anwendung der AffinitSitschromatogra- 
phie erzielten wir eine S. A. von 7OOO~mol/min~mg 
fiir 90% des eluierten Enzyms [19]. 

Die vorliegende Arbeit beschreibt weiterfiihrende 
Untersuchungen zur affinit%tschromatographischen 

Reinigung der Steroid-1-Dehydrogenase aus N. opaca 
durch Vorreinigung des verwendeten Extraktes sowie 
durch die Anwendung von Zusltzen unterschiedlicher 
Ammoniumsulfatmengen. Aul3erdem wird iiber den 
EinfluB des Aminoalkylspacers und einer Kombina- 
tion von Hydrophob- und Affinitltschromatographie 

zur ErhGhung der Effektivitgt und Leistungsfihigkeit 
der Methode berichtet. 

MATER1.41. I’YD VIETHDDEY 

Beschreibung der Amnwniumsulfatpriiparation. Die 

Prgparation des Enzyms aus N. opaca (IMET 7030) 
ist an anderer Stelle beschrieben [17]. Nach einer In- 
duktion mit 17a-Methyltestosteron erfolgte ein 
Ultraschallaufschlul in 0,Ol M Phosphatpuffer pH 8, 
dessen 10,000 g ijberstand den zellfreien Rohextrakt 
darstellte. Nach einer Nucleintiureftillung mit 1% 
Streptomycinsulfat erfolgte die fraktionierte Pro- 
teinftillung mit Ammoniumsulfat. Das zwischen 30 
und 65”Liger Sittigung anfallende Prlzipitat wurde 

1017 



in 0.01 M Phosphatputl’er pH X,0 mit 20”,, Glyzerin 

aufgenommcn (Proteinkontcntration ctwa 7 mg.ml). 
Da noch 3.4 3.X”,, Ammoniu~i~sullilt sowic mit Hilfc 
der Gaschromatographie 24 Icg.ml I7r-Methyltestos- 
tcron und 40 pg:rnl I-Dehydromcthyltestosteron auf- 
gefunden wurden. schlofi sich eine Dialyse gegcn den 
gleichen Puffer an. Nach 24 h bei +4 waren weder 
Ammoniumsulfat noch Steroide nachwcisbar. 

Bcarir~mnr~g der El1-~/llrrl\~i1,i/iil. Die Extinktionsiin- 
derung des Akzeptors 2.6.Dichlorphenolindophenol 
wurde spektralphotometrisch bei 600 nm ermittelt. 
Unter Annahmc tines stijchiometrischen Umsatzes 
von Akzeptor und Steroid wurde die ExtinktionGn- 

derung wahrend I min. extrapolicrt auf die Anfangs- 
geschwindigkeit der Rcaktion. 7ur Bcrcchnung der 

Umsat7ratc verwendet. Untcr Verwendung des 

molarrn Extinktionskoeffirienten van 2.6-Dichlor- 
phenolindophcnol (21.8. IO” l.mol.cm. 20 . pH Y.O. 
Pyrophosphat HCI-Pufer) wurdc fiir die Berechnung 
der Aktivitlt folgende Beziehung rugrundc gelegt : 

A = E. 46 (jlmol 4-Androsten-3.17-dion’min). Der 
MeRansatz cnthielt : 0.5 ltmol 4-Androsten-3.17-dion 
und 0.05 llrnol 2.6-Dichlorphenolindophenol in 2 ml 
0.01 M Pyrophosphat -HCl-Puffer pH 9.0. Die Rcak- 
tion wurde durch Zugabe von 0.5 ml EnzymlBsung 

gestartet. Die spektralphotometrische Registrierung 
setzte nach einer Durchmischung 10s spater tin. 

P,o~(~;~lhl~.St ilFl~~~Ll~1~~. Die Proteinkonzcntrationen 

wurden aus der Differenz der Extinktionen bei 215 
und 235 nm nach Waddell und Hill[20] berechnet. 

S!~rIrllt~se 1‘011 N -( 4 clnd,o.slcvl--3 - 011 - 178 - osyctr,- 

hmy/)- ~t~-rtrr~inoc~~p~o~~.siiu~~~. Testosteronchlorkohlen- 
siiureester wurde nach Mieschcr ~‘r r11.[2l] durch 
Umsetzung von Testosteron. das in absolutem Tctra- 
hydrofuran suspcndiert war. mit eincr 25”,,igen 
Liisung van Phosgen in Benzol crhalten. Das ~LIS 

Hexan umkristallisicrtc Reaktionsprodukt wurde /ur 
wcitcren Synthese eingcsct7t. 

Eine Liisung von 3 g TestosteronchlorkohlenGu- 
reester in IO I2 ml Aceton wurdc langsam unter 

Riihrcn ZLI einer Liisung von 2.5 g cf,-Aminocapron- 
Gurc in I5 ml 2 M Natronlauge rugetropft. Nach 
cinstiindigem Riihren bci Raumtemperatur wurde 

das Reaktionsgcmisch mit halbkonyentrierter Salz- 
slure angesluert. Dabei lie1 die Hauptmenge des Pro- 
duktes aus. Es crfolgte eine dreimalige Extraktion mit 
je 100 ml Chloroform. Die kereinigten Extrakte 
wurdcn dreimal mit jc IOOml einer I M Natriumkar- 
bonatliisung ausgeschiittelt. Nach Ansliuern mit halb- 
konrentriertcr Salzs%ure erfolgte abermals eine 
Extraktion mit Chloroform. Die weitere Reinigung 
des eingeengten Chloroformextraktes wurde mit Hilfe 
der praparativen Diinnschichtchromatographie (20 x 
100 cm: I mm Schichtdicke: Kieselgcl Merck GF,,,. 
Typ 60) im System Bcnzol Dioxan Eiscssig (75:20:5. 
vlv.:v) vorgenommcn. 
Zum Abschlul3 wurde das Produkt noch dreimal aus 
Aceton&ther umkristallisiert. 

Ausbeute an gereinigtem Produkt : 2.8 g (75”” der 
Theorie). 

Abb. 1, Affinitatschromatographic clnes Stcroid-l-Dehyd- 
rogenase-Extraktes. Auf die Afinit%tss%ule (10 x 40 mm; 
3.0ml Gel) wurde cme Ammoniumsulfatpriiparation 

(30 mg Protein.4 ml 0.01 M PhosphatpulTer mit X’,, Gly- 
rerin. pH8) gegehen: T = 4 : l\hti\itiit: 1OOO~tmol 
Androstendion/mln. (0 01: I'rotcln (A A): Akti- 

\ltSt. Ver~lcichc Tab. I. 

Cllurrrktrrisit~rlrrly t/r.\ P/~or/uli/c,s. Schmelzpunkt : 
142-143’ [r]:’ = +93.5 (Chloroform) Elementar- 

analyse : 

[“J C H N 
berechnet : 70.10 8.81 3,14 

gefunden : 70.25 8.84 3.06 

Diinnschichtchromatographie (Kieselgel Merck 

GF,,,. Typ 60, Schichtdicke 0.25 mm): Benzol-Me- 

thyllthylketon~;ithanolWasser ( 15: 15: IS: 5. v/v%:\). 
R, = 0.7 Benzol-~Dioxan Essigsiiure (75:20:2, v:v:v) 

RF = 0.37. 
Massenspektrum: [m:e] 445.3007 C,,H,,NO, 

(Mm) 288.2107 C,9H2702 (M - C,H,,NO,)m Ab- 
spaltung der Seitengruppe am 17/I-O mit Annahme 

einer Protoneniibertragung, 247.2036 C,8H,,0 

(M - C,H,,+NO+Abspaltung der Seitengruppe 
einschliel3lich des l7p-0 sowie einer Methylgruppe mit 
Annahmc ciner Protoncniibertr~rgung. 

NMR: 

CH,-IX 
CH,-I’) 
N-CH2 
H-4 
N-H 
H-17x 

-CH + 

PP’” 
0.x2 (s) 

1.1’) (s) 
3.23 
5.75 (5) 
X.YS 

4.61 (m) 
2.35 (in) 

0 

Kupphy 1’011 u/iphati.sc~hr/l Diurilirlul Ull BK!V 
&iz?ertr Sr$uro.sc~. Zur Hcrstellung der Aminoalkyl- 
sepharosen modifizierten wir die von Cuatrecasas und 
Anfinsen[22] angegebenc Vorschrift : I50 ml Scpha- 
rose-4B wurden mit I25 ml Wasscr versetzt und auf 
+4’ abgekiihlt. Bei einem pH-Wert von I1.S (einges- 
tellt mit 8 M Natronlauge) erfolgtc miter Riihren die 
Zugabe einer Liisung von I5 g Bromcyan in 25 ml 
peroxidfreiem Dioxan. Wahrend der Reaktionszeit 
van 15 min wurde dcr pH-Wert mittels 8 M Natron- 
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lauge zwischen 11 und 12 gehalten. Nach dem pharose (a): 80 pmol/ml, (b): 55 pmol/ml, Aminodo- 

Waschen der aktivierten Sepharose mit gekiihltem decylsepharose: 8,0 pmol/ml. 

Wasser wurden folgende Umsetzungen mit den Dia- Ausgehend von der Aminohexylsepharose (b) 

minen 24 h bei Raumtemperatur vorgenommen: konnte aus der Differenz der Aminogruppenkonzen- 

BrCN-aktivierte 
Sepharose 4 B Diamin Puffer’ ’ ) 

30 ml 

30 ml 

30 ml 

57 g Athylendiamin 50 ml Boratpuffer 

pH 9,5; 0,l M 
9,0 g Hexamethylen- 50 ml Boratpuffer 

diamin pH 9,5; 0,l M 
12,0 g Dodecamethylen- 50 ml 0, 1 M Borat-puffer 

diamin pH 9,5/DMF (3:1), v/v) 

(I’ Einstellung des pH-Wertes nach Liisung der Diamine mit konzentrierter 
Salzslure. 

Die erhaltenen Aminoalkylsepharosen wurden mit je 
1,51 0,l M Boratpuffer pH 95 und 0,l M Acetatpuffer 

pH 4,5 gewaschen. Bei der letzten Waschung waren 
die Puffer 1 M an Natriumchlorid. Mit Wasser 
wurden die Gele neutral gewaschen. 

Priiparation des AfJinanten N-(4-androsten-3-on-17/& 
oxycarbonyl)-w-uminocaproylaminohexyl-Sepharose. Zu 
10 g Aminohexylsepharose wurde eine Liisung von 
120 mg N-(4-androsten-3-on- 17p-oxycarbonyl)-w- 

aminocapronsaure und 500 mg l-Ethyl-3(3-dimethyl- 
aminopropyl)-carbodiimid HCl in 10 ml DMF/ 

Wasser (8:3, v/v) zugegeben. Der pH-Wert wurde mit 
konzentrierter Salzsaure auf 48 eingestellt. Die Reak- 
tionsmischung wurde 20 h bei Raumtemperatur 

geschiittelt. AnschlieRend erfolgte eine Waschung mit 
DMF/Wasser (8:3, v/v), bis kein Steroid mehr im 
Waschwasser festzustellen war. Zum SchluB wurde 
griindlich mit Wasser nachgewaschen. 

Bestimmung der Ligandendichte. Die Ermittlung der 
Ligandenkonzentration erfolgte in Anlehnung an 

Failla und Santi[23] iiber die Bestimmung der 
primaren Aminogruppen mit Hilfe von Trinitroben- 

zolsulfonslure (TNBS): 0,2 ml des sedimentierten 
Gels wurden in lOm1 0.1 M Boratpuffer pH 9,0 auf- 
geschlemmt und mit 15 mg TNBS versetzt. Nach 
zweistiindigem Schiitteln bei Raumtemperatur wurde 
so lange mit Wasser gewaschen, bis in der waDrigen 
Phase keine Absorption bei 340nm mehr zu beo- 
bachten war. Weder die von Failla und Santi[23] 
beschriebene Methode zur Liisung des Gels durch 
Behandlung mit 75xiger Essigsaure bei 75” noch die 
Methode von Sharma und Slaunwhite[24] (Kochen 
mit Eisessig) brachten befriedigende Ergebnisse. Wir 
wendeten deshalb die von Rosengren et al.[25] ange- 
gebene Behandlung mit 85%iger Ameisens;iure an. 
Das Gel konnte so bei etwa 90” in sehr kurzer Zeit 
vollstandig in Losung gebracht werden. 

Die Bestimmung der Aminogruppenkonzentration 
erfolgte aus der Extinktion bei 340 nm (6 = 1,4. lo4 l/ 
mol. cm). Es konnten folgende Aminogruppenkonzen- 
trationen ermittelt werden: 

Aminoathylsepharose: 4,0 pmol/ml, Aminohexylse- 

tration vor und nach der Carbodiimidkupplung eine 

Steroidligandenkonzentration von 2,0 pmol/ml be- 
stimmt werden. 

Chromatographie der Ammoniumsulfatpriiparation an 
Sephadex G-200. Eine Saule aus Sephadex G-200 

(20 x 500 mm; 120 ml Bettvolumen) wurde mit einem 
0,Ol M Phosphatpuffer pH 8, der 20% Glyzerin 
enthielt, eingestellt. Zur Fraktionierung der 
Ammoniumsulfatpraparation erwies sich eine Lauf- 
geschwindigkeit von cu. 0,2 ml/min als geeignet, wobei 
5 ml-Fraktionen gesammelt wurden. Die Arbeitstem- 
peratur betrug 4”. 

Chromatographie der Ammoniumsulfatpriiparation an 
Aminoalkylsepharosen und Ajinitiitschromatographie. 
Sowohl zur Affinitltschromatographie als such zur 

Chromatographie an Aminoalkylsepharosen verwen- 
deten wir Saulen mit dem AusmaB 10mm x 40mm 
(Bettvolumen 3,Oml). Sie wurden mit dem glyzerin- 

haltigen 0,Ol M Phosphatpuffer pH 8,O eingestellt. 
Eine Laufgeschwindigkeit von 0,2 ml/min erwies sich 
ebenfalls als geeignet. Das Volumen der bei 4” gesam- 
melten Fraktionen betrug 3 ml. 

ERGEBNISSE 

Affinitiitschromatographie einer Ammoniumsulfatpriipa- 
ration 

Auf die beschriebene Affinitatsslule wurden 30 mg 
Protein in 6 ml Phosphatpuffer, der 20% Glyzerin 

enthllt, bei 4” aufgegeben. Die Steroid-l-Dehydro- 

genaseaktivitlt wurde unter diesen Bedingungen 
vollstandig vom Affinanten gebunden und liel.3 sich 
durch Anlegen eines KCl-Gradienten lOO%ig eluieren. 
Abbildung 1 gibt den Verlauf der Chromatographie 
wieder. Fur etwa 75-80% des eluierten Enzyms (ver- 
einigte Fraktionen der hijchsten spezifischen Akti- 
vitat) konnte eine S. A. von 7000pmol 4-Andro- 
sten-3,17-dion/min.mg erreicht werden, was einer 70- 

fachen Anreicherung in bezug auf den zellfreien 
Rohextrakt entspricht. In Tabelle 1 sind die Bilanzen 
dieser Reinigungsprozedur angegeben. 
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Protein 

(m.@ 

Ausgangsmaterial nach Passage der Afinitiitssiiule 
_________ 

S.A. [btmol,;min mg] Volumen S.A. [/tmol;min~mg] Anrclcherungs- cluicrhare Protein 

(ml) faktor ,\ht. [“,,I [mp] 

(fur 75”,, der (a) ftir Aflin- 175”,, d. 
eluierten Akt.) tiitschromato- ,Ahtl\.j 

30 100 6 

Fraktlonen 

graphie 
(b) in bezug auf 

Lellfreicn 

Rohextl-akt 

(a) 70 

(b) 140 

I 00 0.4 

Wie aus Abbildung I ersichtlich ist. wird durch 

Anlegen eines KCI-Gradienten die Hauptmenge des 
unspezifisch gebundenen Proteins bereits bei einer 
KCI-Konzentration von etwa 0.3 M desorbiert, die 

Steroid-1-Dehydrogenase dagegen erst bei 1.1 M. Der 
Anteil des unspezifisch gebundenen Materials betragt 
in bezug auf das gesamte eingesetzte Protein etwa 
20” 

Die fur diese Versuche eingesetzte Saule liefert bei 

mehrfacher Verwendung gut reproduzierbare Tren- 

nungen. So wurden z. B. bei zehnfacher Wiederver- 
wendung des gleichen Gels praktisch identische Trenn- 
ergebnisse erhalten. Diese Konstanz der Affinitats- 
saule lieI3 sich bei der Verwendung eines neuprapa- 

Abb. 2. Einflut3 der gelchromatographischen Vorreinigung rierten Affinanten jeweils nach den ersten 3 -4 Laufen 

eines Steroid-1-Dehydrogenase-Extraktes auf den Reim- beobachten. Ein “Ausbluten” des Steroidliganden war 

gungseffekt der Affinitatschromatographie. (a). Gelchroma- nicht feststellbar. 
tographie an Sephadex G-200. Verwendet wurde eine 
Ammoniumsulfatprlparation; 50 mg Protein/4 ml 0,Ol M 

Es ist offensichtlich, da0 der erzielbare Anreiche- 

Phosphatpuffer mit 20”;, Glyzerin. pH 8. (b) Affinitats- 
rungsgrad stark durch das ebenfalls mit KC1 eluierbare 

chromatographie. Die vereinigten Fraktionen 1 l--l6 der Begleitprotein beeinfluot wird. Die folgenden Unter- 
Gelchromatographie wurden emgesetzt. Vergleiche Tab. 2. suchungen waren darauf gerichtet. den Anteil des 

nach Sephadex 
G-200 

4x5 
10.4 

3770 
I__ 

7000 

4.5 
14.4 

100 

21.6 

0.3 
I.1 

Tabelle 2. Affinitatschromatographie einer Ammoniumsulfatfallung in Gegenwart unterschiedlichcr Ammoniumsulfat- 
konzentrationen sowie nach Vorreinigung an Sephadex G-200 

Eingesetzter Extrakt: 

S.A. [nmol/min mg] 
Protein [mg] 

S.A. nach Affinitlts- 
chromatographie 
[nmol/min~mg] 
(a) fir Gesamtaktivitlt 
(b) fur Hauptfraktionen (75”;,) 

Reinigungseffekt fur (a) 
(b) 

Aktivitatsausbeute (“J 

Mit KCI eluierbares Protein (“J 

Bindungsstarke [M KCI] : 
Begleitprotein 
Steroid-1-Dehydrogenase 

Dialysierte 
Ammonium- 

sulfatpraparation 

177 
16.25 

525 
6014 

3.0 
34.0 

98 

44.7 

0.25 
1.6 

0.5 M 2.0 M 
(NH&SO, (NH,),SG, 

202 304 
15.3 15-43 

IO47 2689 
7632 8785 

5.2 X.8 
37.x 2x.9 

97 9x 

22.3 12.9 

0.3 0.18 
I.2 I .05 



Steroid-l-Dehydrogenase aus Nocardia 1021 

Proteins, der zwar an der Affinitltsslule gebunden 

wird, aber enzymatisch inaktiv ist, vor der 

Affinitltschromatographie zu entfernen. 

Vorreinigung einer Ammoniumsulfatpriiparation durch 
Chromatographie an Sephadex G-200 

Zur Vorreinigung einer Ammoniumsulfatprlpa- 
ration wurden 50mg Protein an einer Sephadex 
G-200 SLule in glyzerinhaltigem Phosphatpuffer chro- 

matographiert. Aus Abbildung 2 ist ersichtlich, da13 
nur die Fraktionen. hoher spezifischer Aktivitlt fiir 
die Affinitltschromatographie verwendet wurden. 
Diese Fraktionen besitzen im Vergleich zur einge- 
setzten Ammoniumsulfatprlparation eine dreimal 
hijhere spezifische AktivitPt. Nach der Affinitgtschro- 
matographie wurden die Fraktionen mit hoher spezi- 
fischer Aktivitlt abermals vereinigt und ergaben 
zusammen eine spezifische Aktivitlt von 7OOOpmol/ 
min.mg. Die damit erfal3te AktivitIt entspricht 75% 
der eingesetzten. Der Anteil des eluierbaren Begleit- 
proteins betrug 2076 (vgl. Tabelle 2). 

Es kann somit festgestellt werden, dal3 eine Vor- 
reinigung an Sephadex G-200 keine Erhiihung des 
Reinigungseffektes im anschliel3enden Schritt der 

Affinitltschromatographie bewirkt, d. h., die hier vor- 
genommene Kombination ergab keine Verminderung 
des ebenfalls mit KC1 eluierbaren Anteils an inakti- 

vem Begleitprotein. 

Einjluj eon Ammoniumsulfat auf den Verlauf der A&i- 
tiitschromatographie 

Im Sinne einer Kombination von biospezifischer 
Adsorption und der durch (NH&SO_, bewirkten 
Aussal7ung wurde in einer weiteren Versuchsserie der 

Fraktlonen 

Abb. 3. AffinitLtschromatographie in Gegenwart unter- 
schiedlicher Ammoniumsulfatkonzentration. Als Enzymex- 
trakt wurde eine Ammoniumsulfatprlparation mit 16 mg 
Protein/2.5 ml Puffer benutzt: (a) Enzymextrakt ohne 
Ammoniumsulfat (nach Dialyse). (b) Enzymextrakt 0,5 M 
Ammoniumsulfat. (c) Enzymextrakt 2,0 M Ammoniumsul- 

fat Verglciche Tab. 2. 

EinfluD unterschiedlicher Ammoniumsulfatkonzentra- 
tionen untersucht. Die Ammoniumsulfatfraktion 

wurde, urn noch vorhandene Reste an (NH&SO4 
und Steroiden zu entfernen, qmlchst dialysiert. Unter 
gleichen Bedingungen wurde das dialysierte Material 
ohne und mit Zusatz ‘von Ammoniumsulfat 
(7,5-Gew.% = 0,5 M und 22-Gew.% = 2 M) einer 
AffinitPtschromatographie unterzogen. Wie die 
Ergebnisse zeigen (Abb. 3, Tab. 2), ist der Anteil des 
mit KC1 eluierbaren Begleitproteins stark abhPngig 

von der Ammoniumsulfatkonzentration. Beim Auf- 
geben des ammoniumsulfatfreien Materials werden 
fast 50% des Proteins gebunden und mit KC1 eluiert. 

Im Falle der hijchsten (NH&SO,-Konzentration 
(22-Gew.%) sind es dagegen nur 13%. Wie zu 
erwarten, resultiert damit im letzten Falle eine ErhB- 

hung der spezifischen Aktivitlt von 7000 auf 
8800 pmol/min mg. 

EinjkJ des Spacers auf die Proteinbindung 

Das affinit%tschromatographische Verhalten eines 
Gels wird nicht nur durch den Liganden, sondern 

such durch den zwischen Matrix und Ligand existie- 
renden Spacer beeinfluDt. Eine entscheidende Rolle 
spielen hierbei chemische Natur und Ausdehnung 
[26-281. 

Urn den EinfluD des Spacers auf die Proteinbin- 

dung zu untersuchen, wurden unter gleichen Be- 
dingungen Ammoniumsulfatpr%parationen an Stiulen 
aus AminoHthyl-, Aminohexyl- und Aminododecyl- 
sepharose, d. h. an Sepharosetrggern ohne Steroidli- 
ganden mit Spacern unterschiedlicher Kettenlgnge, 
chromatographiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 
4 und Tabelle 3 zusammengestellt. 

In allen FIllen binden die ligandenfreien Aminoal- 
kylsepharosen Protein, das mit KC1 eluierbar ist. Die 
gebundene Proteinmenge ist abhgngig von der Anzahl 
der im Spacermolekiil vorhandenen Methylen- 
gruppen. So kijnnen sowohl bei der Aminohexyl- als 
such bei der Aminododecylsepharose nach der 
Siulenpassage mehr als 50% des gesamten aufgege- 
benen Proteins mit dem KCl-Gradienten eluiert 
werden. 

Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitlt wird unter diesen 
Bedingungen von der Aminolthyl- und der Aminodo- 

decylsepharose nicht oder nur sehr geringfiigig 
gebunden. Im Falle der Aminohexylsepharose ist 
dagegen festzustellen, da13 10% der eingesetzten Ste- 

roid-1-Dehydrogenaseaktivitlt am Trlger gebunden 
werden. Bei diesem Trlger ist such die hiichste Bin- 
dungsstlrke ftir das inaktive Begleitprotein (0,8 M 
KCl) festzustellen. Fiir AminoHthyl- und Aminodode- 
cylsepharose liegen diese Werte bei 0,4 M KCl. Das 
mit dieser Methode aus der Ammoniumsulfatfraktion 
erfolgte “Herausfiltern” von Proteinen hat einen, 

wenn such nur geringfiigigen, Anreicherungseffekt in 
bezug auf die Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitlt zur 
Folge. So ist mit Hilfe der Aminododecylsepharose 
eine 2.4 fache Anreicherung zu beobachten. 
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Tabelle 3. Kombination von Chromatographie an Aminoalkylsepharosen und Affinit~itschromatorraphle fur Rctmgung . 
&es Steroid-l-Dehydrogenase-Extraktes 

Chromatographie an Aminoalkyl- 
sepharosen (Saule: 10 x 40mm) 

Eingrscfztr Ammoniumsu!fatpriiparutio,l: 

S.A. [nmoljmin mg] 
Protein [mg] 
Nicht gehundenr.s Material: 

S.A. [pmolimin mg] 
Reinigungseffekt 
Protein [SJ 
Steroid-I-Dehydrogenaseaktivitat p,] 

Bindungsstiirke [M KC/]: 

gebundenes Begleitprotein 
gebundene Steroid-1-Dehydrogenase 

Affinitatschromatographic 

Akti~~itdtsuusheut~~ [“J 

Eluierhares Pro&m [o/J: 

bezogen auf eingesetztes Protein (a-c) 

Binrlt,,lq.\,stijrkc rh4 KC/]: 

Beglcitprotctn 
Steroid-I-Dehydrogenase 

Spew. Aktivitiit [pmol/min.mg]: 

(a) fiir Gesamtaktivitat 
(b) fiir Hauptfraktionen (75%) 

Rrinigungsrffekt: 

1:; 

Gesamtreinigungseffekt (a/d, b/e, c/f) 

SephaNH- 

(CH&-NHz 

189 
16,0 

203 
1.07 

86 
100 

0,4 

d 

97 

21.9 

0,3 

LO 

635 
6870 

33,8 3,l 

37 

h 
Seph.-NH- 

(CHz),,-NH1 

181 
25.4 

356 
1.96 

45 
90 

0.X 
0.2 

e 

97 

6.0 

0.3 
1,’ 

1471 
13600 

38.2 4.1 

75 

Scph:N H- 
(CH2),z-NHz 

92 

2.6 

0.3 
1.57 

3679 
20000 

11.4 
x5 

200 

Fraktlonen Froktlonen 

Abb. 4. Chromatographie eines Steroid-1-Dehydrogenase-Extraktes (Ammoniumsulfatpraparation) an 
Aminoalkylsepharosen (a-c) und anschlieBend Affinitltschromatographie (d-f) des nicht an die 
Aminoalkylsepharosen gebundenen Proteinanteils des Enzymextraktes. Kombinationen a/d, b/e. c/f. 

Vergleiche Tab. 3. 

30 Seph-NHfCH,f,NH, 

2.0 

IO 

T 
c 

30 Seph-NHtCH,t,NH, 

2.0 

3.0h-p Seph-NH-CCH,-);,NH, 1 

O- 

O- 

O- 

1 

O- 

O- 

O- 

1 

O- 

.o 

O- 

5 IO 15 20 25 
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Abb. 5. Ideale Struktur des verwendeten Affinanten. 

Kombination uon Chromatographie an Aminoalkylse- 
pharosen und A#initiitschromatographie 

Mit der Chromatographie an Aminoalkylsepharo- 
sen wurde bewiesen, da0 fur die Bindung der Stero- 
id-1-Dehydrogenase am Affinanten der Steroidli- 
gand verantwortlich ist, also eine biospezifische 
Adsorption vorliegt. Urn den EinfluR der Entfernung 

von inaktivem Begleitprotein auf das Ergebnis der 
Affinitltschromatographie zu untersuchen, wurde die 
AffinitltssBule mit Material beschickt, das nach der 

Passage des Enzymextraktes durch eine Aminoalkyl- 
sepharoses%ule erhalten wurde. Die Ergebnisse sind 

als Kombinationen a/d, b/e und c/f in Abbildung 4 
dargestellt. Eine Kombination von Chromatographie 
an Aminododecylsepharose und Affinit8tschromato- 
graphie (Kombination c/f) ergibt, da13 nur noch 2,6x 
Protein in bezug auf den Gesamteinsatz bei praktisch 
lOO%iger Enzymausbeute eluiert werden. Dieses hat 
einen groI3en EinfluD auf die weitere Erhiihung der 

spezifischen Aktivitlt des angereicherten Enzyms. So 
kann im letzten Falle fiir 75% der gesamten eluierten 
Aktivitlt eine spezifische Aktivitiit von mehr als 

20,000 pmol/min . mg erreicht werden, was einer 
lOO-fachen Anreicherung im Schritt der AffinitBtschro- 
matographie bzw. einem Reinigungsgrad von mehr 
als 500 in bezug auf den aellfreien Rohextrakt ent- 
spricht. 

DISKUSSION 

Bei den Untersuchungen zur affinit$tschromatogra- 
phischen Reinigung einer Steroid-1-Dehydrogenase 

aus Nocardia opaca wurde nachgewiesen, da0 die Bin- 
dung dieses Enzyms am Affinanten im Sinne einer 
biospezifischen Adsorption erfolgt. Sowohl die ver- 

wendete Spacerliinge von 20 8, als such die am Ste- 
roid gewiihlte Kupplungsposition (Abbildung 5) 
ermiiglichen damit die Ausbildung eines Enzym-Sub- 

stratkomplexes an der Matrix. 
Entscheidenden EinfluI3 auf den Effekt der 

affinitltschromatographischen Reinigung besitzt die 

Bindung von inaktivem Begleitprotein am Affinanten. 
Eine der eigentlichen Affinitltschromatographie vor- 
geschaltete Hydrophobchromatographie an Amino- 
alkylsepharosen gewlhrleistet eine weitgehende vor- 

herige Abtrennung dieser Proteine. Die Menge des 
in der AffinitHtschromatographie mit KC1 eluierbaren 
inaktiven Begleitproteins ist danach urn so geringer, 
je mehr vorher an der Aminoalkylsepharose zuriick- 

gehalten wurde. Daraus 11I3t sich wiederum schluBfol- 
gem, da13 in beiden Ellen die Bindung die gleiche 
Ursache haben muD. Die hier beschriebene Kombina- 
tion von Hydrophob- und Affinitltschromatographie 

S.H.X.9 I, 

stellt damit eine Weiterentwicklung dieser Arbeit- 
stechnik, insbesondere in bezug auf die Reinigung der 

Steroid-1-Dehydrogenase dar. 
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