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ZUSAMMENFASSUNG

Zur Affinititschromatographie einer 4-En-3-oxosteroid: (Akzeptor)-1-en-oxidoreduktase (Steroid-1-
Dehydrogenase; EC 1.3.99.4) aus Nocardia opaca wurden zwei Affinanten verwendet, bei denen der
Testosteronligand iiber verschiedene Spacer an die Matrix gebunden war. Zur Anwendung kamen
Hexamethylendiamin (Affinant 1) und Adipinsduredihydrazid (Affinant 2). An beiden Affinanten wurde
das Enzym biospezifisch gebunden. Beide Triger zeigten ein unterschiedliches Elutionsverhalten. Dabei
konnte aus dem EinfluB von KCL und organischen Lsungsmitteln, wie Glyzerin, Athylenglykol und
Dimethylformamid nachgewiesen werden, daB die biospezifische Bindung zwischen dem immobilisierten
Testosteronliganden und der Steroid-1-Dehydrogenase hydrophoben Charakter trigt. Diese Wechsel-
wirkung wird durch die Natur des Spacers und insbesondere durch die Art und Weise der Spacer-
Matrix-Bindung bei konstanter Ligandendichte und Matrix-Ligand-Abstand beeinfluBt.

SUMMARY

For affinity chromatography of the 4-en-3-oxosteroid: (acceptor)-1-en-oxidoreductase (EC 1.3.99.4.) from
Nocardia opaca were applied two affinants with different spacers between the immobilized testosterone
ligand and matrix. Affinant 1 contains hexamethylenediamine and affinant 2 adipinic acid dihydrazide
as the spacer. On both affinants the enzyme was bound biospecifically. These affinants show a different
elution behaviour. From the effect of potassium chloride and such organic solvents as glycerol, ethy-
leneglycol and dimethylformamide the biospecific binding on the immobilized testosterone ligand was
concluded to be hydrophobic. This interchange can be influenced by the nature of spacer and spacer-
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matrix-binding in the case of a given ligand density and a constant ligand—matrix distance.

EINLEITUNG

Seit einigen Jahren wird die Methode der biospezi-
fischen Adsorption erfolgreich zur Reinigung und bio-
chemischen Untersuchung von steroidtransformier-
enden Enzymen eingesetzt [1-6].

Bisher gibt es jedoch nur wenige klare Aussagen
zur Natur der Bindung dieser Proteine an der
Affinitdtsmatrix und zur Natur der biospezifischen
Bindung des Enzyms am immobilisierten Steroidli-
ganden. Als Grund kann die Komplexitit der Bin-
dungsverhiltnisse am Affinitatstrager [7, 8]—biospe-
zifische Bindung am Liganden, ionische und hydro-
phobe Wechselwirkung am Spacer, an der Matrix,
aber auch am Liganden—angesehen werden.

Im Schrifttum gibt es Hinweise zum hydrophoben
Charakter der biospezifischen Wechselwirkung
zwischen steroidtransformierendem Enzym und
trigerfixiertem Steroidliganden [1, 2, 6].

Am Beispiel der biospezifischen Adsorption einer

4-En-3-oxosteroid:  (Akzeptor)-1-en-oxidoreduktase
(Steroid-1-Dehydrogenase, EC 1.3.99.4)) aus Nocardia
opaca an zwei ihrer Natur nach unterschiedlichen
Affinitdtstrigern und dem gezielten EinfluB auf den
Desorptionsproze8 sollen Riickschliisse auf die Natur
der biospezifischen Bindung am immobilisierten
Liganden gezogen werden.

MATERIAL UND METHODEN

Ammoniumsulfatpraparation der
genase

Steroid-1-Dehydro-

Die Priparation des Enzyms aus Nocardia opaca
(IMET 7030) erfolgte nach dem bereits beschriebenen
Verfahren [10].

Bestimmung der Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitat

Die Enzymaktivitit wurde aus der spektralphoto-
metrischen Registrierung der Extinktionséinderung
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des artifiziellen Akzeptors 2,6-Dichlorphenolindo-
phenol bei 600 nm unter Verwendung von 4-Andro-
sten-3,17-dion als Substrat bestimmt [6].

Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationen wurden aus der Diffe-
renz der Extinktionen bei 215 und 225 nm nach Wad-
dell und Hill [11] berechnet.

Praparation der Affinanten

1. N-(4-Androsten-3-on-17 B-oxycarbonyl)--amino-
caproylamino-hexyl-Sepharose 4B (Affinant 1, Abb. ).
Dieser Affinant wurde aus Aminohexyl-Sepharose 4B
und N-(4-['*C]-Androst-4-en-3-on-17p-oxycarbonyl)-
e-aminocapronsiure (930 d.p.m./uM) unter Verwen-
dung eines wasserloslichen Carbodiimids synthetisiert
[6].

2. N-(4-Androsten-3-on-17B-oxycarbonyl)-c-amino-
caproyl-adipinsiuredihydrazido-Sepharose 4B (Affinant
2, Abb. 1). Die Synthese erfolgte in gleicher Weise
wie die des Affinanten 1. An Stelle von Aminohexyl-
Sepharose wurde Adipinsiduredihydrazido-Sepharose
in gleicher Menge eingesetzt [12].

Bestimmung der Ligandendichte

Die Bestimmung der Ligandendichte erfolgte aus
der spezifischen Radioaktivitdt des Gels [12]. Danach
konnte fiir beide Trdger eine Ligandendichte von
4 uMol/ml Gel ermittelt werden.

Affinitatschromatographie der Ammoniumsulfatprapa-
ration

Es wurden Affinitdtssdulen vom  AusmaB
10 x 40 mm (Gelvolumen 3 ml) verwendet. Nach dem
Einstellen der Sdulen mit 0,01 m Phosphatpuffer
pH 8,0 wurde jeweils eine Ammoniumsulfatpripa-
ration mit einer Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitit
von 3200 uM min~! (32mg Protein) in 10ml des
gleichen Puffers aufgegeben. Nach griindlichem
Waschen mit etwa 10-15 Sdulenvolumina Puffer
erfolgte die Elution des Enzyms entweder im KClI-
Gradienten, mit 20% Glyzerin-Phosphatpuffer oder
mit Phosphatpuffer, der 5%, Dimethyl-formamid oder
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30% Athylenglykol enthielt. Bei 4°C wurden die
Sdulen mit einer Laufgeschwindigkeit von 12 ml/h
betrieben, wobei das Volumen der gesammelten Frak-
tionen 3 ml betrug.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In fritheren Untersuchungen haben wir nachgewiesen,
daB es sich bei der Bindung der Steroid-1-Dehydro-
genase am immobilisierten Steroidliganden um eine
echte biospezifische Adsorption handelt [6].

Unter den hier gewihlten experimentellen Be-
dingungen wird von beiden Affinanten praktisch die
gesamte applizierte Steroid-1-Dehydrogenaseaktivitit
gebunden.

Bei gleicher Ligandenkonzentration und vergleich-
barer Ausdehnung des Spacers unterscheiden sich
beide Affinanten lediglich in der Natur des Spacers.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 2a-f
zusammengestellt. Es lassen sich prinzipielle Unter-
schiede im Verhalten beider Affinitdtstriger feststellen:

So erweist sich KCl bei der Verwendung des
Affinanten 1 mit Hexamethylendiamin als Spacer als
notwendiger Bestandteil des Elutionspuffers. Eine
Desorption der Steroid-1-Dehydrogenase erfolgt so
bereits allein im KCl-Gradienten (Abb. 2a).

Werden  apolare, wasserlGsliche, organische
Losungsmittel dem KCl-haltigen Puffer zugesetzt, z.B.
20%, Glyzerin (Abb. 2b), wird eine erhebliche Vermin-
derung des Elutionsvolumens beobachtet. In Gegen-
wart von 5% Dimethylformamid oder 30%, Athyleng-
lykol wird eine spontane Elution beobachtet (Abb.
2¢).

Ein anderes Verhalten zeigt der Affinant 2 mit Adi-
pinsduredihydrazid als Spacer. Zur Elution ist hier
die Anwesenheit eines die Polaritit des Puffersystems
reduzierenden Agens’ essentiell. So kann die ste-
roid-1-Dehydrogenase bereits mit einem Puffer, der
20°, Glyzerin, aber kein KCl enthilt, eluiert werden
(Abb. 2d).

Im Vergleich zur Anwendung von Phosphatpuffer,
der 20°; Glyzerin enthilt, vermindert sich auch hier
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Abb. 1. Struktur der verwendeten Affinanten.
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Steroid-1-Dehydrogenase aus Nocardia
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durch Zusatz von 5% Dimethylformamid oder 30%
Athylenglykol zum Puffer das erforderliche Elutions-
volumen wesentlich (Abb. 2f).

Im Gegensatz zum Affinanten 1 wird durch KCl
allein keine Desorption erwirkt. Bei kombinierter
Anwendung von KCl mit organischen Losungsmitteln
wie z.B. 209, Glyzerin wird, insbesondere bei hohen
KCl-Konzentrationen, eine Stabilisierung des immo-
bilisierten Enzym-Substrat-Komplexes beobachtet.
So 14Bt sich bei KCl-Konzentrationen oberhalb von
2,5M keine Desorption des Enzyms mehr feststellen.
Durch Waschen mit KCl-freiem Phosphatpuffer, der
20%, Glyzerin enthilt, wird hingegen weitere Ste-
roid-1-Dehydrogenase freigesetzt (Abb. 2e).

Das unterschiedliche Verhalten beider
Affinitdtstriger resultiert im wesentlichen aus der un-
terschiedlichen Natur des zwischen dem Steroidli-
ganden und der Sepharose befindlichen Spacers.

Die positive Ladung am Isoharnstoffrest (Abb. 1)
bewirkt, dal der Affinant 1 Ionenaustauschereigen-
schaften besitzt[7]. Durch den Aminohexylrest
Schlieit sich ein hydrophober Spacer an. Beide Effekte
beeinflussen die biospezifische Bindung, und zwar im
Sinne einer Verminderung der Bindungsstiirke. Damit
188t sich der Einfluf von KCl allein oder in Verbin-
dung mit organischen Losungsmitteln erkldren.

Aus dem dominierenden EinfluB von hydrophoben
organischen Losungsmitteln und dem unterschied-
lichen Effekt von KCL auf die Desorption des Ste-
roid-1-Dehydrogenase schluBfolgern wir, daBl auch die
biospezifische Bindung zwischen dem Enzym und
dem immobilisierten Steroidliganden hydrophoben
Charakter besitzt. Uber quantitative Bezichungen
zwischen der Hydrophobizitit organischer Losungs-
mittel und der Bindung am immobilisierten Steroidli-
ganden berichten wir in [14].

Ahnliche Effekte beobachteten Lowe und Mosbach
bei der Desorption von Lactatdehydrogenase an im-
mobilisierten AMP-Derivaten [9].

Beim Affinanten 2 kommt die positive Ladung des
Isoharnstofifrestes aus Mesomeriegriinden praktisch
nicht mehr zur Wirkung [7], womit die Ionenaustau-
schereigenschaftern fehlen. Auflerdem besitzt der
Spacer im Vergleich zum Affinanten 1 weniger hydro-
phoben Charakter.

Bei der Adsorption der Steroid-1-Dehydrogenase
kann somit die biospezifische Bindung wesentlich un-
gestorter zur Wirkung kommen. Nichtspezifische hy-
drophobe Wechselwirkungen (multiple point attach-
ment) am Steroidliganden sind allerdings auch hier
zu diskutieren.
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