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SUMMARY

4-En-3-oxosteroid: (acceptor)-1-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-178-oxycarbonyl)
aminocaproic acid and aminohexyl-Sepharose by carbodiimid condensation yielding a ligand density
of 2 umol per ml gel. Biospecific binding was proved on this matrix. The common affinity chroma-
tography brought mainly S.A. of about 7,000 umol/min-mg. In the presence of 2 M ammonium sulphate
S.A. of the collected active fractions was about 9,000 ymol/min-mg. Combination of hydrophobic
chromatography on amino-alkyl-Sepharoses and affinity chromatography increased S.A. up to
20,000 umol/min-mg. Thus, in relation to the crude extract purification was about 500-fold. Recovery

of enzyme activity was nearly 100% in all cases.

EINLEITUNG

Die Technik der biospezifischen Adsorption erwies
sich auch zur Reinigung von steroidbindenden und
steroidtransformierenden Proteinen als eine auBeror-
dentlich leistungsfahige Methode [1]. So gelang es,
Steroidrezeptoren auf das mehr als 10,000 fache
anzureichern [2-7]. Steroidtransformierende Enzyme,
wie die 178-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus
menschlicher Plazenta [8-10], 3a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase aus Rattenlebermikrosomen [11] und
Pseudomonas testosteroni [12] und die 5-En-3-oxo-
steroidisomerase aus Pseudomonas testosteroni [1]
konnten mit Hilfe der Affinitdtschromatographie z. T.
betrdchtlich angereichert werden. Auf Grund der rela-
tiv niedrigen Steroid-Proteinbindungskonstanten von
steroidtransformierenden Enzymen (10°-10* I/mol),
betrdgt jedoch der in einem Schritt erzielbare Anrei-
cherungsgrad in den meisten Fallen weniger als 100.
Im Vergleich hierzu liegen die Konstanten fiir
Steroidrezeptoren iiber 10° 1/mol.

Die 4-En-3-oxosteroid: (Akzeptor)-1-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 [13-18],
ist bisher mit aufwendigen Verfahren, die gleichzeitig
mit erheblichen Aktivititsverlusten 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  Aktivitdit von
5474 pmol/min-mg mit 38%iger Ausbeute anzurei-
chern. Durch Anwendung der Affinitdtschromatogra-
phie erzielten wir eine S. A. von 7000 ymol/min-mg
fiir 90%, des eluierten Enzyms [19].

Die vorliegende Arbeit beschreibt weiterfithrende
Untersuchungen zur affinititschromatographischen
Reinigung der Steroid-1-Dehydrogenase aus N. opaca
durch Vorreinigung des verwendeten Extraktes sowie
durch die Anwendung von Zusitzen unterschiedlicher
Ammoniumsulfatmengen. AuBerdem wird iiber den
EinfluB des Aminoalkylspacers und einer Kombina-
tion von Hydrophob- und Affinitdtschromatographie
zur Erhdhung der Effektivitat und Leistungsfihigkeit
der Methode berichtet.

MATERTAL UND METHODFEN

Beschreibung der Ammoniumsulfatpraparation. Die
Préparation des Enzyms aus N. opaca (IMET 7030)
ist an anderer Stelle beschrieben [17]. Nach einer In-
duktion mit 17x-Methyltestosteron erfolgte ein
UltraschallaufschluB in 0,01 M Phosphatpuffer pH 8,
dessen 10,000 g Uberstand den zellfreien Rohextrakt
darstellte. Nach einer Nucleinsiurefillung mit 19
Streptomycinsulfat erfolgte die fraktionierte Pro-
teinfallung mit Ammoniumsulfat. Das zwischen 30
und 65%iger Sittigung anfallende Prézipitat wurde
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in 0.01 M Phosphatpuffer pH 8.0 mit 20°, Glyzerin
aufgenommen (Proteinkonzentration ctwa 7 mg/ml).
Da noch 34-38°, Ammoniumsulfat sowic mit Hilfe
der Gaschromatographie 24 pg/ml 172-Methyltestos-
teron und 40 yg/ml 1-Dehydromethyltestosteron auf-
gefunden wurden, schlof sich cine Dialyse gegen den
gleichen Puffer an. Nach 24 h bet +4 waren weder
Ammoniumsulfat noch Steroide nachweisbar.

Bestimmung der Enzymaktivitit. Die Extinktionsiin-
derung des Akzeptors 2.6-Dichlorphenolindophenol
wurde spektralphotometrisch bei 600 nm ermittelt.
Unter Annahme cines stdchiometrischen Umsatzes
von Akzeptor und Steroid wurde die Extinktionsin-
derung wiihrend 1 min, extrapoliert auf die Anfangs-
geschwindigkeit der Rcaktion. zur Berechnung der
Umsatzrate verwendet. Unter  Verwendung  des
molaren  Extinktionskoeffizienten 2.6-Dichlor-
phenolindophenol (21.8-10* Iymol-em. 20 . pH 9.0
Pyrophosphat- HCI-Puffer) wurde fiir die Berechnung
der Aktivitit folgende Beziehung zugrunde gelegt:
A = E-46 (umol 4-Androsten-3.17-dion/min). Der
MeBansatz enthielt: 0.5 umol 4-Androsten-3.17-dion
und 0,05 umol 2.6-Dichlorphenolindophenol in 2 ml
0.01 M Pyrophosphat-HCI-Puffer pH 9.0. Die Reak-
tion wurde durch Zugabe von 0.5ml Enzymlosung
gestartet. Die spektralphotometrische Registrierung
setzte nach einer Durchmischung 10 s spéter ein.

Proteinbestimmung.  Die  Proteinkonzentrationen
wurden aus der Differenz der Extinktionen bei 215
und 225 nm nach Waddell und Hill[20] berechnet.

Synthese N-{4-androsten-3-on-17f-oxycar-
bonyl)-w-aminocapronsdure. Testosteronchlorkohlen-
siureester wurde nach Miescher et al[21] durch
Umsetzung von Testosteron. das in absolutem Tetra-
hydrofuran suspendiert war. mit einer  25%igen
Losung von Phosgen in Benzol erhalten. Das aus
Hexan umkristallisicrtc Reaktionsprodukt wurde zur
weiteren Synthese eingesctzt.

Eine Losung von 3 g Testosteronchlorkohlensiiu-
reester in 10-12ml Aceton wurde langsam unter
Riihren zu einer Losung von 2.5¢g w-Aminocapron-
sdurc in 15ml 2M Natronlauge zugetropft. Nach
cinstiindigem Riihren bei Raumtemperatur wurde
das Reaktionsgemisch mit halbkonzentrierter Salz-
siiure angesiuert. Dabei fiel die Hauptmenge des Pro-
duktes aus. Es crfolgte eine dreimalige Extraktion mit
je 100ml Chloroform. Dic vereinigten Extrakte
wurden dreimal mit je 100 ml einer 1 M Natriumkar-
bonatlosung ausgeschiittelt. Nach Ansiuern mit halb-
konzentrierter Salzsiure erfolgte abermals eine
Extraktion mit Chloroform. Die weitere Reinigung
des eingeengten Chloroformextraktes wurde mit Hilfe
der priparativen Diinnschichtchromatographie (20 x
100 cm: I mm Schichtdicke: Kieselgel Merck GF, 5.
Typ 60) im System Benzol-Dioxan-Eisessig (75:20:5,
V/V/V) vorgenommen.

Zum Abschlufl wurde das Produkt noch dreimal aus
Aceton-Ather umkristallisiert.

Ausbeute an gereinigtem Produkt: 2.8 g (75%; der

Theotie).
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Abb. 1. Affinititschromatographic eines Steroid-1-Dehyd-

rogenase-Extraktes. Auf die Affinitiitssdule (10 x 40 mm;

30ml Gel) wurde cine Ammoniumsulfatpriiparation

(30 mg Protein/4 ml 0.0l M Phosphatpuffer mit 20°, Gly-

zerin, pH8) gegeben: T =4 : Aktvitiit: 3000 gmol

Androstendion/min. (O Ol Protein (A O): Akti-
vitit. Vergleiche Tub. 1.

Produktes.  Schmelzpunkt:
(Chloroform) FElementar-

Charakterisierung  des
142-143° [2)5° = +935

analyse:
[‘,"(,] C H N
berechnet: 70,10 881 3,14
gefunden: 70.25 884 3,06

Diinnschichtchromatographie  (Kieselgel =~ Merck
GF,s54, Typ 60, Schichtdicke 0,25 mm): Benzol-Me-
thylidthylketon-Athanol-Wasser (15:15:15:5, v/v/v/v),
Rp = 0,7 Benzol-Dioxan - Essigsiure (75:20:2, v/v/v)
Rp = 0.37.

Massenspektrum: [m/e] 4453007 C,H;3;4NO;
(M7) 2882107 C,4H;,0, (M — C;H,;NO;}—Ab-
spaltung der Seitengruppe am [74-0 mit Annahme
einer Protoneniibertragung, 2472036 C,3H,,0
(M — C¢H ,NO,)—Abspaltung der Seitengruppe
einschlieBlich des 178-0 sowie einer Methylgruppe mit
Annahme ciner Protoneniibertragung.

NMR:
ppm

CH;-18 0.82 (s)
CH;-19 1.19 (s)
N-CH, 323
H-4 5.75 (s)
N-H ¥.95
H-17x 4.61 (m)

—CHZ-‘C~ 2.35 (m)

e

Kupplung von aliphatischen Diaminen an BrCN
aktivierte Sepharose. Zur Herstellung der Aminoalkyl-
sepharosen modifizierten wir dic von Cuatrecasas und
Anfinsen[22] angegebene Vorschrift: 150 ml Sepha-
rose-4B wurden mit 125 ml Wasser versetzt und auf
+4 abgekiiblt. Bei einem pH-Wert von 11.5 {einges-
tellt mit 8 M Natronlauge) erfolgte unter Rithren die
Zugabe einer Losung von 15g Bromcyan in 25ml
peroxidfreiem Dioxan. Wihrend der Reaktionszeit
von 15 min wurde der pH-Wert mittels 8 M Natron-
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lauge zwischen 11 und 12 gehalten. Nach dem
Waschen der aktivierten Sepharose mit gekiihltem
Wasser wurden folgende Umsetzungen mit den Dia-
minen 24 h bei Raumtemperatur vorgenommen:
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pharose (a): 8,0 umol/ml, (b): 5,5 umol/ml, Aminodo-
decylsepharose: 8,0 umol/ml.

Ausgehend von der Aminohexylsepharose (b)
konnte aus der Differenz der Aminogruppenkonzen-

BrCN-aktivierte
Sepharose 4 B

Diamin

Puffer”

30ml 57 g Athylendiamin 50 ml Boratpuffer
pH 9.5; 01 M
30 ml 9,0 g Hexamethylen- 50 ml Boratpuffer
diamin pH 9,5; 0,1 M
30ml 12,0 g Dodecamethylen- 50 ml O, 1 M Borat-puffer

diamin

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

 Einstellung des pH-Wertes nach Losung der Diamine mit konzentrierter

Salzsdure.

Die erhaltenen Aminoalkylsepharosen wurden mit je
1,51 0,1 M Boratpuffer pH 9,5 und 0,1 M Acetatpuffer
pH 4,5 gewaschen. Bei der letzten Waschung waren
die Puffer 1M an Natriumchlorid. Mit Wasser
wurden die Gele neutral gewaschen.

Praparation des Affinanten N-(4-androsten-3-on-17 -
oxycarbonyl)-w-aminocaproylaminohexyl-Sepharose. Zu
10 g Aminohexylsepharose wurde eine Losung von
120 mg N-(4-androsten-3-on-17f-oxycarbonyl)-w-
aminocapronsiure und 500 mg 1-Athyl-3(3-dimethyl-
aminopropyl)-carbodiimid-HCl in 10 ml DMF/
Wasser (8:3, v/v) zugegeben. Der pH-Wert wurde mit
konzentrierter Salzsdure auf 4,8 eingestellt. Die Reak-
tionsmischung wurde 20h bei Raumtemperatur
geschiittelt. AnschlieBend 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
primédren Aminogruppen mit Hilfe von Trinitroben-
zolsulfonsdure (TNBS): 0,2ml des sedimentierten
Gels wurden in 10 mi 0,1 M Boratpuffer pH 9,0 auf-
geschlemmt und mit 15mg TNBS versetzt. Nach
zweistiindigem Schiitteln bei Raumtemperatur wurde
so lange mit Wasser gewaschen, bis in der wilrigen
Phase keine Absorption bei 340 nm mehr zu beo-
bachten war. Weder die von Failla und Santi[23]
beschriebene Methode zur Losung des Gels durch
Behandlung mit 75%iger Essigsdure 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 Ameisensdure an.
Das Gel konnte so bei etwa 90° in sehr kurzer Zeit
vollstindig in Losung gebracht werden.

Die Bestimmung der Aminogruppenkonzentration
erfolgte aus der Extinktion bei 340 nm (e = 1,4-10*1/
mol-cm). Es konnten folgende Aminogruppenkonzen-
trationen ermittelt werden:

Aminoithylsepharose: 4,0 umol/ml, Aminohexylse-

tration vor und nach der Carbodiimidkupplung eine
Steroidligandenkonzentration von 20 umol/ml be-
stimmt werden.

Chromatographie der Ammoniumsulfatpraparation an
Sephadex G-200. Eine Siule aus Sephadex G-200
(20 x 500 mm; 120 m! Bettvolumen) wurde mit einem
0,01 M Phosphatpuffer pH 8, der 20% Glyzerin
enthielt, eingestellt. Zur  Fraktionierung der
Ammoniumsulfatpriparation erwies sich eine Lauf-
geschwindigkeit von ca. 0,2 ml/min als geeignet, wobei
5 ml-Fraktionen gesammelt wurden. Die Arbeitstem-
peratur betrug 4°.

Chromatographie der Ammoniumsulfatpraparation an
Aminoalkylsepharosen und Affinitdtschromatographie.
Sowoh!l zur Affinitdtschromatographie als auch zur
Chromatographie an Aminoalkylsepharosen verwen-
deten wir Sdulen mit dem AusmaB 10 mm x 40 mm
(Bettvolumen 3,0ml). Sie wurden mit dem glyzerin-
haltigen 0,01 M Phosphatpuffer pH 8,0 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

Affinititschromatographie einer Ammoniumsulfatpripa-
ration

Auf die beschriebene Affinititssdule wurden 30 mg
Protein in 6 ml Phosphatpuffer, der 20% Glyzerin
enthilt, bei 4° aufgegeben. Die Steroid-1-Dehydro-
genaseaktivitit wurde unter diesen Bedingungen
vollstindig vom Affinanten gebunden und lieB sich
durch Anlegen eines KCl-Gradienten 100%ig eluieren.
Abbildung 1 gibt den Verlauf der Chromatographie
wieder. Fiir etwa 75-80% des eluierten Enzyms (ver-
einigte Fraktionen der hochsten spezifischen Akti-
vitdt) konnte eine S. A. von 7000 umol 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.



1020

P. ATRAT ¢t ul.

Tabelle 1. Bilanzen zur affinititschromatographischen Anrcicherung der Steroid-1-Dehydrogenase aus der Ammonium-
sulfatpriiparation von Nocardia opaca

Ausgangsmaterial

nach Passage der Affinitiitssiule

Volumen
(ml)

Protein S.A. [pmol/min-mg]

(mg)

(fur 75°, der
cluierten Akt.)

30 100 6

S.A. [gmol/min-mg]

7000

Protein
[myg]

d.

cluierbare

Akt [",]

Anrcicherungs-

faktor

(a) fur Affini-
tidtschromato-
graphie

(b) in bezug auf
zellfreien
Rohextrakt

100

(ay 70 0.4

(b) 140

—11000

mg

|

o

I}

(o]
pmol min”

—500

o——e Protein,

n
[}
T
!
o—=0 Aktivitdt,

I L
5 10 15 20 25

Fraktionen

Abb. 2. EinfluB der gelchromatographischen Vorreinigung
eines Steroid-1-Dehydrogenase-Extraktes auf den Reini-
gungseffekt der Affinitdtschromatographie. (a). Gelchroma-
tographie an Sephadex G-200. Verwendet wurde eine
Ammoniumsulfatpréparation; 50 mg Protein/4 ml 0,01 M
Phosphatpuffer mit 20% Glyzerin, pH 8. (b) Affinitits-
chromatographie. Die vereinigten Fraktionen 1116 der
Gelchromatographie wurden eingesetzt. Vergleiche Tab. 2.

Wie aus Abbildung 1 ersichtlich ist. wird durch
Anlegen eines KCl-Gradienten die Hauptmenge des
unspezifisch gebundenen Proteins bereits bei einer
KCl-Konzentration von etwa 0,3 M desorbiert, die
Steroid-1-Dehydrogenase dagegen erst bei 1,1 M. Der
Anteil des unspezifisch gebundenen Materials betréagt
in bezug auf das gesamte eingesetzte Protein etwa
200,

Die fur diese Versuche eingesetzte Sidule 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 Affinitits-
sdule lieB sich bei der Verwendung eines neupripa-
rierten Affinanten jeweils nach den ersten 3-4 Liufen
beobachten. Ein “Ausbluten” des Steroidliganden war
nicht feststellbar.

Es ist offensichtlich, dal der erzielbare Anreiche-
rungsgrad stark durch das ebenfalls mit KCl eluierbare
Begleitprotein beeinfluBt wird. Die folgenden Unter-
suchungen waren darauf gerichtet. den Anteil des

Tabelle 2. Affinitatschromatographie ciner Ammoniumsulfatfdllung in Gegenwart unterschiedlicher Ammoniumsulfat-
konzentrationen sowie nach Vorreinigung an Sephadex G-200

Dialysierte
Ammonium- 0.5M 20M nach Sephadex
sulfatpriiparation (NH,),S0, (NH,),S0, G-200
Eingesetzter Extrakt:
S.A. [pmol/min-mg] 177 202 304 485
Protein [mg] 16.25 15.3 15,42 10.4
S.A. nach Affinitéts-
chromatographie
[umol/min-mg]
(a) fiir Gesamtaktivitit 525 1047 2689 2220
(b) fiir Hauptfraktionen (75%) 6014 7632 8785 7000
Reinigungseffekt fiir (a) 3.0 5.2 8.8 45
(b) 34,0 378 28.9 144

Aktivititsausbeute (%) 98 97 98 100
Mit KCI eluierbares Protein (%) 44,7 223 129 21,6
Bindungsstirke [M KCl]:
Begleitprotein 0.25 0.3 0.18 0.3
Steroid-1-Dehydrogenase 1.6 1.2 1.05 1.1
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Proteins, der zwar an der Affinitdtssdule gebunden
wird, aber enzymatisch inaktiv ist, vor der
Affinitidtschromatographie zu entfernen.

Vorreinigung einer Ammoniumsulfatpraparation durch
Chromatographie an Sephadex G-200

Zur Vorreinigung einer Ammoniumsulfatpripa-
ration wurden 50mg Protein an einer Sephadex
G-200 Siule in glyzerinhaltigem Phosphatpuffer chro-
matographiert. Aus Abbildung 2 ist ersichtlich, daB
nur die Fraktionen‘ hoher spezifischer Aktivitit fiir
die Affinititschromatographie verwendet wurden.
Diese Fraktionen besitzen im Vergleich zur einge-
setzten Ammoniumsulfatprdparation eine dreimal
hohere spezifische Aktivitdt. Nach der Affinitdtschro-
matographie wurden die Fraktionen mit hoher spezi-
fischer Aktivitdt abermals vereinigt und ergaben
zusammen eine spezifische Aktivitdt von 7000 pmol/
min-mg. Die damit erfalte Aktivitit entspricht 75%
der eingesetzten. Der Anteil des eluierbaren Begleit-
proteins betrug 20%; (vgl. Tabelle 2).

Es kann somit festgestellt werden, daBl eine Vor-
reinigung an Sephadex G-200 keine Erhohung des
Reinigungseffektes im anschlieBenden Schritt der
Affinititschromatographie bewirkt, d. h., die hier vor-
genommene Kombination ergab keine Verminderung
des ebenfalls mit KCI eluierbaren Anteils an inakti-
vem Begleitprotein.

Einflu von Ammoniumsulfat auf den Verlauf der Affini-
tdtschromatographie

Im Sinne einer Kombination von biospezifischer
Adsorption und der durch (NH,),SO, bewirkten
Aussalzung wurde in einer weiteren Versuchsserie der

(a) 500
330
20 b
H20 @ 300
10 * T
Jio E '
100
>
£

pmol min

500

300

100

o—ae Protein,

o——o Aktivitdt,

500

300

100
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Abb. 3. Affinitdtschromatographie in Gegenwart unter-

schiedlicher Ammoniumsulfatkonzentration. Als Enzymex-

trakt wurde eine Ammoniumsulfatpriparation mit 16 mg

Protein/2.5ml Puffer benutzt: (a) Enzymextrakt ohne

Ammoniumsulfat (nach Dialyse). (b) Enzymextrakt 0,5M

Ammoniumsulfat. (¢} Enzymextrakt 20 M Ammoniumsul-
fat Verglciche Tab. 2.
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EinfluB unterschiedlicher Ammoniumsulfatkonzentra-
tionen untersucht. Die Ammoniumsulfatfraktion
wurde, um noch vorhandene Reste an (NH,),SO,
und Steroiden zu entfernen, zunichst dialysiert. Unter
gleichen Bedingungen wurde das dialysierte Material
ohne und mit Zusatz 'von Ammoniumsulfat
(7,5-Gew.% = 0,5M und 22-Gew.%, = 2M) einer
Affinititschromatographie  unterzogen. Wie die
Ergebnisse zeigen (Abb. 3, Tab. 2), ist der Anteil des
mit KCl eluierbaren Begleitproteins stark abhéngig
von der Ammoniumsulfatkonzentration. Beim Auf-
geben des ammoniumsulfatfreien Materials werden
fast 509, des Proteins gebunden und mit KCl eluiert.
Im Falle der hochsten (NH,),SO,-Konzentration
(22-Gew.%,) sind es dagegen nur 13%. Wie zu
erwarten, resultiert damit im letzten Falle eine Erho-
hung der spezifischen Aktivitit von 7000 auf
8800 umol/min- mg.

Einflufl des Spacers auf die Proteinbindung

Das affinitdtschromatographische Verhalten eines
Gels wird nicht nur durch den Liganden, sondern
auch durch den zwischen Matrix und Ligand existie-
renden Spacer beeinfluft. Eine entscheidende Rolle
spielen hierbei chemische Natur und Ausdehnung
[26-28].

Um den EinfluB des Spacers auf die Proteinbin-
dung zu untersuchen, wurden unter gleichen Be-
dingungen Ammoniumsulfatpriparationen an Séulen
aus Amino#thyl-, Aminohexyl- und Aminododecyl-
sepharose, d. h. an Sepharosetrigern ohne Steroidli-
ganden mit Spacern unterschiedlicher Kettenldnge,
chromatographiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung
4 und Tabelle 3 zusammengestellt.

In allen Fillen binden die ligandenfreien Aminoal-
kylsepharosen Protein, das mit KCl eluierbar ist. Die
gebundene Proteinmenge ist abhingig von der Anzahl
der im Spacermolekiil vorhandenen Methylen-
gruppen. So konnen sowohl bei der Aminohexyl- als
auch bei der Aminododecylsepharose nach der
Sdulenpassage mehr als 509, des gesamten aufgege-
benen Proteins mit dem KCl-Gradienten -eluiert
werden.

Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitdt wird unter diesen
Bedingungen von der Aminoéthyl- und der Aminodo-
decylsepharose nicht oder nur sehr geringfiigig
gebunden. Im Falle der Aminohexylsepharose ist
dagegen festzustellen, daB 109, der eingesetzten Ste-
roid-1-Dehydrogenaseaktivitdt am Triger gebunden
werden. Bei diesem Triger ist auch die hochste Bin-
dungsstiarke fir das inaktive Begleitprotein (0,8 M
KCl) festzustellen. Fiir Aminodthyl- 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 auch nur geringfiigigen, Anreicherungseffekt in
bezug auf die Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitdt 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 Affinititschromatographie zur Reinigung
eines Steroid-1-Dehydrogenase-Extraktes

a b <
Chromatographie an Aminoalkyl- Seph.-NH- Seph.-NH- Seph-NH-
sepharosen (Sdule: 10 x 40 mm) {CH,),-NH, (CH,),-NH, (CH,);>-NH,
Eingesetzte Ammoniumsulfatpraparation:
S.A. [pmol/min-mg] 189 181 97
Protein {mg] 16,0 254 25.0
Nicht gebundenes Material:
S.A. {pmol/min-mg] : 203 356 235
Reinigungseffekt 1.07 1.96 24
Protein [%,] 86 45 42
Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitat [%] 100 90 98
Bindungsstarke [M KCI]:
gebundenes Begleitprotein 0,4 0.8 0.4
gebundene Steroid-1-Dehydrogenase 0.2 0.4
Affinitdtschromatographic d e {
Aktivitatsausheute [%,] 97 97 92
Eluierbares Protein [%,]:
bezogen auf eingesetztes Protein (a—c) 21.9 6.0 2,6
Bindungsstarke [M KCI:
Begleitprotein 0,3 0.3 0.3
Steroid-1-Dehydrogenase 1,0 1.2 1.57
Spez. Aktivitiat [umol/min-mg]:
(a) fiir Gesamtaktivitét 635 1471 2679
(b) fiir Hauptfraktionen (75%,) 6870 13600 20000
Reinigungseffekt:
(a) 3.1 4.1 114
(b) 338 38.2 85
Gesamtreinigungseffekt (a/d, b/e, ¢/f) 37 75 200
30B~9 5eph—NH-CH, 35NH, ] 301
400 1400
(a) 20} {a)
200 200
1.0
T
<
£ 3.0 -
3080 Seph—-NH-CH,NH, _ : ;
(=1 (=4
—4400 € = 400 £
€ (o) i € (e) £
20k B 20 3
< < g
7 . . 2 200
g ok 200 o 5 o
a 1 R I
< 2
& g s
30 Seph~NH+4CH,3,NH, <
4400 400 <
2op ¢ (¢ 30
2.0 5’ ~200 200
K] o €
10 A
i
5 10 15
Fraktionen Fraktionen

Abb. 4. Chromatographie eines Steroid-1-Dehydrogenase-Extraktes (Ammoniumsulfatpriparation) an

Aminoalkylsepharosen (a—c) und anschlieBend Affinititschromatographie (d-f) des nicht an die

Aminoalkylsepharosen gebundenen Proteinanteils des Enzymextraktes. Kombinationen a/d, b/e. c/f.
Vergleiche Tab. 3.
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Abb. 5. Ideale Struktur des verwendeten Affinanten.

Kombination von Chromatographie an Aminoalkylse-
pharosen und Affinitdtschromatographie

Mit der Chromatographie an Aminoalkylsepharo-
sen wurde bewiesen, daB fur die Bindung der Stero-
id-1-Dehydrogenase am Affinanten der Steroidli-
gand verantwortlich ist, also eine biospezifische
Adsorption vorliegt. Um den EinfluB der Entfernung
von inaktivem Begleitprotein auf das Ergebnis der
Affinitdtschromatographie zu untersuchen, wurde die
Affinitdtssdule mit Material beschickt, das nach der
Passage des Enzymextraktes durch eine Aminoalkyl-
sepharosesdule erhalten wurde. Die Ergebnisse sind
als Kombinationen a/d, b/e und c¢/f in Abbildung 4

dargestelit. Eine Kombination von Chromatographie’

an Aminododecylsepharose und Affinitdtschromato-
graphie (Kombination ¢/f) ergibt, daBB nur noch 2,67,
Protein in bezug auf den Gesamteinsatz bei praktisch
100%iger Enzymausbeute eluiert werden. Dieses hat
einen grofen EinfluB auf die weitere Erhohung der
spezifischen Aktivitdt des angereicherten Enzyms. So
kann im letzten Falle fiir 759 der gesamten eluierten
Aktivitit eine spezifische Aktivitit von mehr als
20,000 umol/min-mg erreicht werden, was einer
100-fachen Anreicherung im Schritt der Affinititschro-
matographie bzw. einem Reinigungsgrad von mehr
als 500 in bezug auf den aellfreien Rohextrakt ent-
spricht.

DISKUSSION

Bei den Untersuchungen zur affinitdtschromatogra-
phischen Reinigung einer Steroid-1-Dehydrogenase
aus Nocardia opaca wurde nachgewiesen, daf} die Bin-
dung dieses Enzyms am Affinanten im Sinne einer
biospezifischen Adsorption erfolgt. Sowohl die ver-
wendete Spacerlinge von 20 A als auch die am Ste-
roid gewihlte Kupplungsposition (Abbildung 5)
ermdglichen damit die Ausbildung eines Enzym-Sub-
stratkomplexes an der Matrix.

Entscheidenden Finflul auf den Effekt der
affinitdtschromatographischen Reinigung besitzt die
Bindung von inaktivem Begleitprotein am Affinanten.
Eine der eigentlichen Affinititschromatographie vor-
geschaltete Hydrophobchromatographie an Amino-
alkylsepharosen gewdhrleistet eine weitgehende vor-
herige Abtrennung dieser Proteine. Die Menge des
in der Affinitdtschromatographie mit KCl eluierbaren
inaktiven Begleitproteins ist danach um so geringer,
je mehr vorher an der Aminoalkylsepharose zuriick-
gehalten wurde. Daraus 146t sich wiederum schluf3fol-
gern, daB in beiden Fillen die Bindung die gleiche
Ursache haben muB. Die hier beschriebene Kombina-
tion von Hydrophob- und Affinitdtschromatographie

S.B. 89 1

stellt damit eine Weiterentwicklung dieser Arbeit-
stechnik, insbesondere in bezug auf die Reinigung der
Steroid-1-Dehydrogenase dar.
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