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ZUSAMMENFASSUNC 

Die biospezifische Adsorption einer 4-En-3-oxosteroid: (Akzeptor)-I-en-oxidoreduktase (EC 1.9.99.4.) 
aus Nocardia opacrr am immobilisierten Testosteronliganden wurde in Gegenwart organischer Liisungs- 
mittel untersucht. 

Dabei wurde ein quantitativer Zusammenhang zwischen der Hydrophobizitat des Lijsungsmittels 
und der Bindung des Enzyms aufgefunden. So IieB sich das logarithmische Verhlltnis von gebundener 
und freier Enzymaktivitat (log B) linear mit dem Logarithmus des Verteilungskoeffizienten im System 
Oktanol/Wasser (log P) der untersuchten Liisungsmittel korrelieren: 

log B = 0,002 ( +0,067) + 0,300 ( +0,051) log P. 

Damit ist eine weitere quantitative Beziehung sowohl fur die Affinitatschromatographie als such ftir 
die gezielte Untersuchung der biospezifischen Wechselwirkung von Steroidligand und Protein gegeben. 

SUMMARY 

In the presence of organic solvents the biospecific adsorption of a 4-en-3-oxosteroid: (acceptor)-l-en- 
oxidoreductase (EC 1.3.99.4.) from Nocardia opaca on an immobilized testosterone l&and was investi- 
gated. Between hydrophobicity of the solvent and the matrix-binding of enzyme a quantitative relation 
was found. Thus a linear correlation was obtained of the logarithmic relation of matrix bound and 
free enzyme activity (log B) with the logarithms of the distribution coeffizient in the system octanol/ 
water (log P) of the organic solvents: 

log B = 0.002 (+0.067) + 0.300 ( kO.051) log P. 

Thus a further quantitative relation was obtained for affinity chromatography and for investigation 
of the nature of biospecific interaction between steroid ligand and protein. 

EINLEITUNG In der Praxis der Affinitltschromatographie macht 
sich der hydrophobe Effekt neben weiteren Einfliissen 

Hydrophobe Bindungen spielen bei der Wechselwir- insbesondere bei der unspezifischen Proteinbindung 
kung von Steroiden mit Proteinen eine wichtige am Spacer, an der Matrix, aber such am Liganden 
Rolle[l-31. Die Festigkeit derartiger Bindungen ist bemerkbar. Durch Zusatz chemischer Agentien 
sowohl von der Hydrophobizitat des Proteins als (organische Losungsmittel, Salze, Detergentien usw.) 
such von der des Steroidliganden entscheidend liigt sich die Adsorption eines Proteins an der Matrix 
abhlngig. gezielt beeinflussen. Die Affinitltschromatographie, 

Bei der quantitativen Struktur-Wirkungsanalyse aber such die Hydrophobchromatographie haben 
nach Hansch[4] kommt der Hydrophobizitlt als Para- damit in der letzten Zeit einen bedeutenden Auf- 
meter eine zentrale Bedeutung zu. Derartige Bezie- schwung erfahren [6, 71. Eine derartige gezielte Ein- 
hungen lassen sich such bei der Quantitizierung der flugnahme auf die Bindung an der Affinitltsmatrix 
Struktur-Wirkungsbeziehungen von Steroidhormonen gestatten es, Aussagen zur Natur der biospezifischen 
auffinden [S]. Bindung am immobilisierten Liganden zu treffen [8]. 
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Auch auf die biospezilische Bindung von steroid- 

transformierenden Enzymen an der Affinitatsmatrix 

haben z.B. organische Lbsungsmittel auf Grund ihres 

hydrophoben Charakters EinfluB [9. IO. 133. Quanti- 

tative Beziehungen zwischen Hydrophobizitlt des 

organischen Losungsmittels und der Bindung an der 

Matrix wurden bisher jedoch nicht beschrieben. 

Bei Untersuchungen zur affinitltschromatogra- 

phischen Reinigung einer 4-En-3-oxosteroid: (Akzep- 

Ior)-1-en-oxido-reduktase (Steroid-1-Dehydrogenase). 

EC 1.3.99.4.. aus Nocortlitr opucu konnte nachgewiesen 

werden, daB die biospezifische Bindung des Emzyms 

am immobilisierten Testosteronliganden hydrophobe 

Anteile besitzen mul3 [I I, 12. 133. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es. die Bindung der 

Steroid-l-Dehydrogenase in Abhangigkeit von der 

Hydrophobizitat zugesetzter organischer Losungs- 

mittel quantitativ zu erfassen. 

MATERIALlEN UND METHODEN 

I. Sreroid-l -Deh_vdrogenase 

Die Prlparation des Enzymes aus Nocardia opuca 

ist ausfuhrlich in [I43 beschrieben. Fur die Bindungs- 

untersuchungen wurde eine Ammoniumsulfatfallung 

in 0.01 M Phosphatpuffer. pH 8 benutzt. 

Die spezifische Aktivitat dieser Fraktion betrug 

100 PM 4-Androstendion min - ’ mg- ‘. 

2. Akri~~iriitshestimmung 

Die Bestimmung der Enzymaktivitlt erfolgte spek- 

tralphotometrisch bei 600 nm mit Hilfe von 2.6-Di- 

chlorphenolindophenol als artifizieller Akzeptor und 

4-Androstendion als Substrat [ 121. 

3. Proreinhestimmung 

Die Proteinkonzentrationen wurden nach Waddell 

und HiII[15] bestimmt. 

4. Afinitiitsmotrix 

Fi,ir Bindungsuntersuchungg wurde eine Affinitlts- 

matrix, die durch Kupplung von N-(CAndrosten-3- 

on-17&oxy-carbonyl)+-aminocapronsaurc an Amino- 

hexyl-Sepharose 4B erhalten wurde. vcrwendct [I?]. 

Die Ligandcndichtc betrug 4jcMml Gel. 

5. 1,6suny,smifrel 

Die organischen Losungsmittel. Glyzerin. Dimc- 

thylsulfoxid. Athylenglykol. Dimet hylformamid. 

Dimethylacetamid. n-Propanol. Aceton, 2-Butanon. 

n-Butanol und Propylenglykol waren analytisch rein 

und wurden unmittelbar car dem Einsatr nochmals 

dest illiert 

6. Durchj’iihruny tier Bint/urly,~utlter,sltchurlRerl 

Im lnkubationyohrchen wcrden I ml dreifach mit 

Puffer verdunntes Affinitatsgel. IO mg Protein einer 

AmmoniumsulfatfPllung (5OOjlM min-’ Steroid-l- 

Dehydrogenaseakitvitat) und 1 ml Phosphatpuffer 

vermischt. Das organische Losungsmittel wird als 1.4 

molare Losung im gleichen Puffer zugesetzt (2 ml). so 

daD eine Endkonzentration von 0.7 M (bei Butanol 

0.3 Ml im Rohrchen entsteht. Die lnkubation erfolgt 

60min bei 4 C unter Schiitteln. Nach dem Abzentri- 

fugieren des Gels wird einc Bestimmung dcr frcien 

und gebundenen Enzymaktivitat vorgenommen. 

Zur Uberprufung der Stabilitat dcs Enzyms 

gegeniiber den obengenannten organischen Losungs- 

mitteln wurde untcr gleichen Bedingungen eine Inku- 

bation ohne Affinitltsgel vorgenommen. 

ERCEBNISSE I:SD DlSKClSSlON 

In friiheren Untersuchungen konnte nachgewiesen 

werden, da8 die Bindung der Steroid-l-Dehydro- 

genase an der Affinitatsmatrix. selbst bei hohen Pro- 

teinkonzentrationen. biospezifisch erfolgt [I 1. 121. 

Die Ergebnisse der Bindungsuntersuchungen sind 

in Tabelle I ZusammengefaBt. Unter den gewlhlten 

Inkubationsbedingungen erfolgt keine bzw. nur tine 

geringfugige Beeinllussung der Enzymaktivitat. wie 

aus Ansltzen ohne Affinitatsgel hervorgeht. 

Die unspezifische Proteinbindung an der Affinitats- 

matrix. die im wesentlichen durch ionischc Wechsel- 

Tabelle 1. Bindung der Steroid-1-Dehydrogenase an die Affinitatsmatrtx in Gegenwart 
organischer Liisungsmittel (Konzentration: 0.7 M. Batch-Verfahren. 60 min bei 4 C 
inkubiert, eingesetzte Aktivitat 5OOpM CAndrostendion min- ‘. 0.01 M Phosphat- 

puffer. pH 8) 

Lijsungsmittel 

I Glyzerin 
2 Dimethylsulfoxid 
3 Athylenglykol 
4 Propylenglykol 
5 Dimethylformamid 
6 Dimethylacetamid 
7 n-Propanol 
8 Aceton 
9 2-Butanon 

10 n-Butanol* 

l Konz.: 0.3 M. 

ungebundene 
Enzymaktivitat 

n 
I, 

17.2 
21.7 
18.7 
27.6 
32.6 
38.3 
45.7 
42.3 
53.5 
70.5 

tog 
gebundene Aktivitlt 

ungebundene AktivitPt 
(=logB) 

0.683 
0,557 
0.639 
0.419 
0,316 
0.207 
0.075 
0.135 

-0,041 
- 0.379 
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Abb. 1. Struktur des verwendeten Aflinanten. 

wirkungen am Isoharnstoffrest (Abb. 1) zustande 
kommt [13], wird durch das organ&he Losungsmit- 
tel nicht signiftkant beeinflugt. Die experimentellen 
Ergebnisse diskutieren wir demnach als direkten Ein- 
flug des organischen Losungsmittels auf die biospezi- 
fische Bindung der Steroid-1Dehydrogenase am 
fixierten Liganden. 

Unter Vernachllssigung elektronischer, sterischer 
und anderer Parameter wurden die in Tabelle 1 
zusammengestellten Losungsmittel unter dem 
Gesichtspunkt ihrer Hydrophobizitiit ausgewiihlt. Als 
quantitativer Parameter der Hydrophobizitlt diente 
der Logarithmus des VerteilungskoetIizienten im 
System Oktanol/Wasser[16]. In Abb. 2 ist dieser 
Parameter gegen das logarithm&he VerhIiltnis von 
freier und triigergebundener Enzymaktivitlt (log B) 
aufgetragen worden. 

Nach einer einfachen linearen Regression ergab 
sich die in Gleichung[l] angegebene Beziehung 
zwischen Bindung am Affinanten und Hydrophobi- 
zitlt des organischen Losungsmittels. 

log B = -0,002 + 0,300 log P. (1) 

Damit besteht unter den hier gewiihlten experimen- 
tellen Bedingungen ein signifikanter Zusammenhang 

/ 
l 3 l f 

’ t bB-~J+log~ 

l fo -0,L r-Q980 

8 - 0,070 
oc4001 

Abb. 2. EinfluB organ&her Lijsungsmittel auf die bio- 
spexifische Bindung der Steroid-1Dehydrogenase aus 
Nocardia opaca an der Athnitiitsmatrix. (B = gebundene 
Enzymaktivitiit/freie Enxymaktivitgt, P = Verteilungs- 
koe.IIIxient im System Oktanol/Wasser.) 1. Glyxerin, 2. 
Dimethylsulfoxid, 3. Athylenglykol, 4. Propylenglykol. 
5. N,N-Dimethylformamid, 6. N,N-Dimethylacetamid, 

7. n-Propanol, 8. Aceton, 9. ZButanon, 10. n-Butanol. 

zwischen der Hydrophobiziztlt des organischen 
Liisungsmittels im Inkubationsansatz und der biospe- 
zifischen Bindung der Steroid-1Dehydrogenase (E) 
am immobilisierten Steriod-liganden Li, . Das bclegt 
wiederum die Aussage, dag die biospezifische Bin- 
dung (Gleichung 2) selbst weitgehend hydrophober 
Natur sein mug. 

Li, + E =G Li, E. (2) 

Damit ergibt sich eine weitere quantitative Beziehung 
in der Praxis der Affinitltschromatographie sowie bei 
der Untersuchung der Natur von steroidbindenden 
und transformierenden Proteinen. 

Voraussetzung jedoch ist, dag unter den gewiihlten 
experimentellen Bedingungen die EnzymaktivitPt 
weitgehend erhalten bleibt. Das ist bei hohen 
Losungsmittelkonzentrationen bzw. Lijsungsmitteln 
mit besonders ausgeprlgter HydrophobizitPt oder 
bei Vorliegen andersartiger Wechselwirkungen mit 
dem Protein nicht mehr gegeben. 

Herrn J. Draffehn aus der Abteilung Steroidsyn- 
these des Zentralinstitutes fur Mikrobiologie und 
experimentelle Therapie danken wir fur gemeinsame 
Diskussion und Interpretation der Ergebnisse, insbe- 
sondere der Regressionsanalyse. 
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