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Untersuchungen iiber die pH-Abhingigkeit, die Hemmbarkeit und
Reaktivierbarkeit von Angiotensin II und Angiotensin II-amid spaltenden
Enzymen des menschlichen Plasmas®

Von M. ZwanziG und W. OELKERS
Aus der II. Medizinischen Klinik und Poliklinik Berlin ( Direktor: Prof. Dr. M. Schwab)

(Eingegangen am 17. Dezember 1968)

Die pH-Abhingigkeit der biologischen Inaktivierung von x-L-Aspartyl!-Angiotensin 1I (A) und von a-L-Asparaginyl!-Angiotensin II (H)
durch menschliches Plasma sowie die pH-Abhingigkeit der Hemmbarkeit von ,,Angiotensinasen* durch EDTA und ihre Reaktivierung
Jdurch zweiwertige Metallionen wurden vergleichend untersucht. Beide Substrate werden durch mindestens drei in verschiedenen pH-
_Bereichen optimal wirksame Enzyme gespalten. In allen pH-Bereichen fanden sich unterschiedliche Eigenschaften der A- bzw. H-in-
. tktivierenden Enzyme. Zusitzlich wurde die pH-Abhingigkeit der biologischen Inaktivierung von H und der Abspaltung von Asparagin
i ms H (Aminopeptidase) verglichen. Die Annahme, daB die bei pH 5,6 optimal wirksamen Enzyme Endopeptidasen und die im Neutral-

% RecoL! und Mitarbeiter (1) duBerten als erste die Ver-
_ mutung, daB Asparaginyl*-Angiotensin II (H) und
~ Aspartyll-Angiotensin II (A) im Blutplasma durch

unterschiedliche Enzyme inaktiviert werden. NAGATSU

. und Mitarbeiter (2) konnten diese Annahme weitgehend

bestitigen. Sie fanden, daB die Hydrolyse von «-L-
Aspartyl'- bzw. x-L-Glutamyl-8-Naphthylamid durch A,
nicht aber durch H kompetitiv gehemmt wird. Die
Hydrolyse von r-Leucyl-f-Naphthylamid wird anderer-
seits nur durch H kompetitiv gehemmt. Wihrend die
Hydrolyse der N-terminalen Peptidbindung von A in
unverdiinntem Serum bei pH 7,0 durch 12 mMCat+

. aktiviert und durch 2,4 mM Ni** vollstindig gehemmt
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wird, hemmt Cat++ die entsprechende Reaktion bei der
Hydrolyse von H schwach und Nit++ nur um 509,
Ahnliche Unterschiede ergaben sich bei der Untersu-
chung der Hydrolyse von a-L-Aspartyl-3-Naphthylamid
bzw. r-Leucyl-f-Naphthylamid in Gegenwart von Ca*t+
und Ni*++ (3). Die Autoren betonen die Ahnlichkeit der
Hemmungs- und Aktivierungscharakteristik des enzy-
matischen Abbaues von A im Plasma mit der eines von
GrENNER und McMirran (4) in Rattennieren gefun-
denen Enzyms (Aminopeptidase A), das spezifisch
N-terminale a-L-Aspartyl- und x-L-Glutamyl-Peptid-
bindungen spaltet. Fiir die Hydrolyse von H dagegen
werden mehrere weniger spezifische Peptidasen ange-
nommen, die zum Teil auch N-terminale r-Leucyl-
Peptidbindungen spalten.

) Der Inhalt dieser Arbeit wurde auszugsweise auf der 74. Ta-

gung der Deutschen Gesellschaft fiir Innere Medizin in Wies-
baden (22.—25. 4. 1968) vorgetragen.
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sereich und im Alkalischen optimal wirksamen Enzyme Aminopeptidasen sind, ist mit unseren Ergebnissen vercinbar.

Studies on the pH-dependence, inbibition and reactivation of angiotensin II and angiotensin Il-amide splitting engymes in
buman plasma

‘We compared the pH-dependance of the inactivation of x-L-aspartyll-angiotensin II (A) and of x-L-asparaginyl-angiotensin II (H) by
auman plasma. In addition, the pH-dependance of EDTA-inhibition of “angiotensinases’ and its reversal by divalent cations were in-
- vestigated. Both substrats are split by at least three enzymes with different pH-optima. There are differences between the A-and H-split-
ting enzymes in the acid, neutral and alkaline range. We further investigated the pH-dependance of the hydrolysis of the N-terminal pep-
' tide bond in H. Our results are compatible with the assumption that the enzymes most active at pH 5.6 are endopeptidases, while the en-
! zymes with pH-optima in the neutral and alkaline range are aminopeptidases.

Die von KHAIrRaLLAH und Mitarbeitern (53) beschrie-
bene ,,Angiotensinase A des menschlichen Plasmas
soll spezifisch N-terminale &-L-Aspyrtyl- und «-L-
Asparaginyl-Peptidbindungen  spalten. Angiotensin-
Analoge wie f-Aspartyll-Angiotensin II und Arginyl’-

- Angiotensin II werden nicht angegriffen. KHAIRALLAH

und Mitarbeiter (6) konnten aber spiter durch Ammo-
niumsulfat-Fraktionierung die «-L-Aspartyl-Peptide-
spaltende Enzymaktivitit von der «-L-Asparaginyl-
Peptide-spaltenden trennen. Die zum Teil wider-
spriichlichen Angaben in der Literatur iiber Substrat-
spezifitit, Hemmbarkeit und Reaktivierbarkeit Angio-
tensin-spaltender Enzyme im Plasma beginnen sich all-
miahlich zu entwirren.

Wir haben in der vorstehenden Mitteilung (7) bereits
darauf hingewiesen, da die Bedeutung der Plasma-
angiotensinasen (ATasen) fiir die Begrenzung der bio-
logischen Wirksamkeit von Angiotensin wahrscheinlich
gering ist. Wichtig ist die Kenntnis ihrer Eigenschaften
aber bei in-vitro-Versuchen, zum Beispiel bei der Renin-
bestimmung. Die ATasen miissen inaktiviert werden,
damit das bei der enzymatischen Reaktion zwischen
Renin und Angiotensinogen (Reninsubstrat) gebildete
Angiotensin nicht zerstort wird und quantitativ be-
stimmt werden kann. Da bei manchen Methoden der
Reninbestimmung die Renin-Substratreaktion nicht im
Neutralbereich stattfindet (8, 9, 10), ist auch die Kennt-
nis der im schwach Saueren wirksamen Angiotensin-
spaltenden Enzyme wichtig.

Wir berichten im Folgenden iiber vergleichende Unter-
suchungen der biologischen Inaktivierung von A und H
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in Abhingigkeit von der Wasserstoffionen-Konzen-
tration im menschlichen Plasma. Daneben wurde die
Abhingigkeit der Inaktivierbarkeit von ATasen durch
den Cbelatbildner Athylendiamintetraessigsiure (EDTA)
und ihrer Reakdvierbarkeit durch zweiwertige Metallio-
nen von der Wasserstoffionenkonzentration untersucht.
Da uns der Vergleich der Substrate A und H wichtig
erschien, konnten wir den von uns beschriebenen
optischen Test (11) zur Bestimmung der Angiotensin-
Aminopepddase-Aktivitdt nicht verwenden. Die dafiir
erforderlichen groBen Mengen Aspartyl'-Angiotensin IT
standen nicht zur Verfiigung. Wir bedienten uns deshalb
eines bei vielen fritheren Untersuchungen (1, 5, 6, 12)
angewandten Verfahrens. Der Verlust der vasopresso-
rischen Wirkung einer bekannten Menge Angiotensin
nach Inkubadon mit Plasma unter definjerten Bedin-
gungen wird an der narkotisierten Rarte gemessen. Mit
dieser Methode kénnen nur relative Enzymaktivitdten
besdmmt werden, da keine Substratsattigung der En-
zyme gegeben ist und da sich die Reakdonsgeschwindig-
keit durch Abnahme der Substratkonzentration wihrend
der Inkubation stindig verringert. Die Methode geniigt
aber dem Anliegen dieser Untersuchung und ist hin-
reichend genau. :

Methodik

Uhrtersuchungsmaterial

Die Untersuchungen wurden mit Heparinplasma von gesunden
Versuchspersonen (2.000 E Heparin/100 m/ Vollblut) durchgefiihre
Das Plasma wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20° ge-
froren aufbewahrr.

Inkubation ron Plasma mit _Angiotensin Tur Bestimming seiner bio-
logischen Inaktivierung

Die Inkubadonsansitze enthielten:

1,0 m/ Substraudsung [500 ng x-L-Aspartyl'-Angiotensin II bzw.
500 ng a-r-Asparaginvl-Angiotensin I (Hypertensin CIBA),
gelost in 1 m/ 0,05x Tris-Maleatpuffer unterschiedlicher pH-
Werte].

3,9m/ 0,05x Trismaleatpuffer des gleichen - pH-Wertes. Der
Trismaleatpuffer wurde nach den Angaben der Wissenschaftlichen
Tabellen Documenea Geigy 1962, Seite 277 und 278, hergestellt.
Fir die Besimmung der pH-Abhingigkeit der biologischen
Inakiivierung von A und H wurden Abstinde von 0,2—04
pH-Einheiten zwischen pH 5,2 und pH 8,6 gewshlt. Fir die
Reaktivierungsversuche mit unterschiedlichen Metallionenkonzen-
trationen wurden jeweils drei pH-Werte gewihlt, die den vorher
ermirtelten  pH-Optima der biologischen Inaktivierung ent-
sprachen.

0,5 m/ 0,9proz. NaCl-Lésung fiir die Bestimmung der pH-Op-
timum-Kurven beider Substrate. Bei Inkubation mit EDTA oder
Meuallsalzen wurde das Zehnfache der gewiinschten Endkonzen-
tration von Na,-Athylendiamintetraessigsiure (Titriplex III der
Firma Merck) oder der Metall-Dichloride oder beider zusammen
in 0,5m/ 0,9proz. NaCl-Lésung hinzugefiigt. Die L&sungen
- wurden vorher mit NaOH auf pH 7,0 eingestellr.

0,1 m/ einer 5proz. wiBir. Losung von Neomycinsulfat (Bykomy-
cin der Firma BYK-Gulden) zur Verhinderung von Bakterien-
wachstum.

0,5 m/ Mischplasma, dessen pH auf 7,0 eingestellt wurde.

Die Ansitze wurden im Eisbad hergestellt. Unmittelbar nach der
Zugabe des Plasmas und griindlichern Mischen wurden 2 m/ als
Leerwert (nichtinkubierter Ansatz) entnommen und in ver-

schlossenen Glasrdhrchen 10 Min. im Wasserbad auf 100° erhitzt.
Dic koagulierten Proteine wurden mit 3000 U./Min. abzentri-
fugiert und der Uberstand in Polystyrol-Rohrchen bei —20° bis
zur Testung an der Ratte eingefroren. Der verbleibende Ansatz
(G mf) wurde, wenn H das Substrac war, 10 Min., wenn A das
Substrat war, 120 Min. bei 37° inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation wurden die Ansarze sofort auf 100° erhitzt und weiter
wie die Leerwerte behandelt. B

Nach Feststellung der pH-Optima der Angiotensin-Inaktivierung
durch menschliches Plasma wurde die Hemmbarkeit der ATasen
durch Dialyse gegen 0,9proz. NaCl-L&sung bzw. gegen Na,-
EDTA in 0,9proz. NaCl-Lésung gepriift.

Je 50 m/ Plasma wurden a) sofort eingefroren, b) 9 Tage bei 3°
gegen 0,9proz. NaCl-Losung dialysiert, ¢) 5 Tage bei 3° gegen
10 my bzw. 1,0 my Na,-EDTA in 0,9proz. NaCl-Lésung (auf
pH 7,0 cingestellt), anschlieBend 4 Tage gegen 0,9proz. NaCl-
Lsung dialysiert. Die Dialysierflissigkeit wurde tiglich ge-
wechselt. Nach Beendigung der Dialyse wurden Volumendiffe-
renzen der Plasmaproben durch Zugabe von 0,9proz. NaCl-Lo-
sung ausgeglichen.

Dann wurde die biologische Inaktivierung von A und H durch
unbehandeltes bzw. dialysiertes Plasma gepriift (Inkubations-
ansatz siche oben). A wurde mit Plasma bei pH 5,6, 6,8 und 8,0,
H bei pH 5,6, 7,2 und 8,6 inkubiert. Die Inkubationszeiren wurden
so gewihle, daB bei jedem pH-Wert durch unbehandeltes Plasma
etwa 509 der Substrate A oder H inaktiviert wurdea (s. Tab. 1).
Danach wurde die Reaktivierbarkeit der durch Dialyse gegen
EDTA gehemmren ATasen gepridft. Die Ansitze enthielten ver-
schiedene Konzentrationen CaCl,, MgCl,, ZaCl,, MnCl, und
CoCl,.

Angiotensinbestimmung an der Ratle

Minnliche Wistar-Ratten (200—300 g) wurden in Pentobarbital-
narkose nephrektomiert. 24 Stdn. spdrer wurdea sie in Urethan-
narkose (2 m/ 20proz. UrethanlGsung i. m.) tracheotomiert. In die
rechte Vena jugularis und in die linke Arteria carotis wurden
Polyathylenkatheter eingefithrt. Der Druck in der Arteria carotis
wurde iiber ein Hg-Manometer mit Tintenschreiber am Kymo-
graphen registriert. In die Jugularvene wurden 0,2m/ der zu
testenden Losung bzw. 0,2 m/ der Angiotensin-Standardlésung
injiziert. Danach wurde 0,1 m/ Ringer-Lésung injiziert. Die
Angiotensin-StandardlGsungen enthielten 50 ng bzw. 100 ng
Hypertensin CIBA in 1m/ Ringer-Lésung. Jede unbekannte
Probe, auch die Leerwerte, wurden zweimal mit dem unmittelbar
vorher und nachher injizierten Hypertensin-Standard verglichen.
Alle angegebenen Inaktivierungsraten sind Mittelwerte zweier
Bestimmungen. Die biologische Inaktivierung wird als prozeatu-
aler Verlust der pressorischen Wirkung des inkubierten Ansatzes
im Vergleich mit dem nicht inkubierten Ansatz angegeben. Eine
Sponwunhydrolyse von Angiotensin wurde in Ansitzen, die sttt
des Plasmas 0,9proz. NaCl-Losung enthielten, bei keinem der ge-
priiften pH-Werte zwischen 5,2 und 8,6 festgestelit.

Die Angiotensinbestimmung mit dem angegebenen Verfahren ist
gut reproduzierbar. Die Differenzen der Inaktivierungsraten
zweier Bestimmungen der gleichen Probe an zwel verschiedenen
Ratten betrugen bei 31 willkiirlich ausgewihlten Doppelbe-
stimmungen im Mittel 3,99 der Mirtelwerte beider Bestimmungen
(092, bis 10°%;). Die Standardabweichung ist 3,12, Inaktivierungs-
raten iiber 109, bzw. Differenzen zwischen verschiedenen Inakti-
vierungsraten fiber 109 sind daher als signifikant anzusehen.

Messung der Asparagin- Abspaltung aus a-L-.Asparaginyl*-Angiotensin 11
Aminopeptidase- Aktivitit :

Das Priozip der von uns entwickelten Methode wurde in der vor-
stechenden Mitteilung (7) angegeben und ist bei (11) genauer be-
schrieben. Zum Vergleich der pH-Abhingigkeit der Aminopepti-
dase-Aktivitit des Plasmas gegeniiber H mit der pH-Abhiingigkeit
der biologischen Inaktivierung von H wurde in 0,05 Trismaleat-
puffer, pH 5,2—pH 8,6 statt in 0,067: Natriumphosphatpuffer
(11) 60 Min. inkubiert. Die Aminopeptidase-Aktivitit (Abb. 2)
ist hier nicht in IE//, sondern in Extinl.;tions-Einheitm angegeben.

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. / 7. Jahtg. 1969 / Heft 3

it

o



Zwanzig u. Oclkers: Untersuchungen iiber Angiotensin-inaktivierende Enzyme des menschlichen Plasmas 255

Ergebnisse

Vergleich der pH-Abbingigkeit der biologischen Inaktiviermmg
von A und H durch menschliches Plasma (Abb. 1)

Fiir eine vergleichbare Inaktivierung muB A etwa
10 mal linger mit dem verdiinnten Plasma inkubiert
werden als H. Die Optima der Inaktivierung von A
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Abb. 1
 Vergleich der biologischen Inaktivierung von A (e——¢) und

_ o— -— —o) durch 1:10 verdiinntes Plasma in Abhéingigkeit

vom pH des 0,04m Trismaleatpuffers. Inkubationsdauer mit Substrat
" H: 10 Min., mit Substrat A: 120 Min. Jeder Punkt entspricht einem
L Mittelwert von zwei Inkubationsserien

!‘_ liegen bei pH 5,6, pH 6,8 und pH 7,6—8,0. Bei pH
*6,8 ist die Inaktivierung absolut am groBten. Die
' Optima der Inaktivierung von H licgen bei pH 5,6 und
. PH 7,2. Jenseits pH 8,0 wird eine weitere Zunahme der
. Inaktivierung von H beobachtet, deren Maximum in
{ Trismaleatpuffer nicht ermittelt werden konnte. Die

, pH-Optima der Inaktivierung von A und H stimmen -

also im Sauren iiberein, wihrend sich im Neutralbe-
. reich und im Alkalischen Unterschiede finden.

. Vergleich der pH-Abhingigkeit der biologischen Inaktivierung
. von H mit der Spaltung von H durch Aminopeptidasen
. (Abb. 2)

i In Ubereinstimmung mit fritheren Ergebnissen der Be-
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- Abb. 2
Vergleich der blologischen Inaktivierung (% Verlust an pressorischer

Wirkung) von H (e———-s) mit der Geschwindigkeit der Asparagin-
Abspaltung aus H g»-—-—-—o) in Abh#ngigkeit vom pH des 0,04m
Trismaleatpuffers. Die Aminopeptidase-Aktivitit (Mittelwerte von
zwel Inkubationsserien) ist in Extinktlonseinhelten (366 nm) angegeben
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puffer (11) fanden wir ein pH-Optimum der Amino-
peptidase-Aktivitit gegeniiber H bei pH 6,2—6,4. Ein
weiteres, nicht scharf gegen das vorige abgchobenes
Optimum fanden wir in Ubercinstimmung mit dem
Optimum der biologischen Inaktivierung von H bei
pH 7,4. Jenseits pH 8,0 nimmt die Aminopeptidase-
Aktivitit gegeniiber H, dhnlich wic die biologische
Inaktivierung, wieder zu.

Die Beeinflussung der biologischen Inaktivierung von A und H
durch Ca*t md Nay, EDTA in Abhingigkeit vom pH
(Abb. 3 und 4)

Na, EDTA (1 mm) hemmt die biologische Inaktivierung
von A und H im Sauren (pH-Optimum 5,6) nahezu
vollstindig. Calcium, das in 1 mm Konzentration
allein zugesetzt, den Abbau von A und H nicht signi-
fikant verindert, hebt die EDTA-Hemmung bei Zu-
gabe cines zweifachen Uberschusses (3 mat Ca*+) nicht
auf., Die geringfligige Inaktivierung von A und H um
etwa 5%, bei pH 5,6 in Gegenwart von Ca*+ und EDTA
ist nicht signifikant. Im Neutralbereich hemmen 1 mum
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Abb. 3

Biologische Inaktivierung von A durch 1:10 verdiinntes menschliches
Plasma in Abh#ngigkeit vom pH des 0,04m Trismaleatpuffers ohne
Zusatz von Affektoren (: ), mit 1 mmMNa, EDTA (— — —), mit
1 mm CaCl, (0—o) und mit 1 mm Na,EDTA + 3 mm CaCl, (¢—:—— o)
Ergebnisse je einer Inkubationsserie. Inkubationszeit: 120 Min.
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Abb. 4
Biologische Inaktivierung von H durch 1:10 verdiinntesmenschliches
Plasma mit und ohne Affektoren. Zeichenerkldrung sicheAbbildung 3.
e : Inkubationszeit: 10 Min.
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EDTA die biologische Inaktivierung von A und H
nicht signifikant. Auch Cat+ allein und EDTA + Ca*+
beeinflussen die Inaktivierung von A und H nicht be-
merkenswert.

Deutliche Unterschiede zwischen A und H finden sich
im Alkalischen. EDTA (1 mym) hemmt die Inaktivierung
von A vollstindig. Catt (bei 1 mm Konzentration
allein wirkungslos) hebt die EDTA-Hemmung mit
3 mym Konzentration vollstindig auf. Die biologische
Inaktivierung von H wird erst ab pH 8,0 durch EDTA
teilweise gehemmt. Cat+ hebt die EDTA-Hemmung
nicht auf.

Hemmung der biologischen Inaktivierang von A und H durch
Dialyse von Plasma gegen 0,9prog. Kochsalglisung und
EDTA-Lisung und Reaktivierang durch weiwertige Me-
tallionen (Tab. 1)

Dialyse von Plasma gegen 0,9proz. NaCl-Losung hemmt
die biologische Inaktivierung von A und H im Sauren
vollstindig. Im Neutralen und im Alkalischen wird die
biologische Inaktivierung von A und H partiell ge-
hemmt. .

10 mM EDTA hemmt die biologische Inaktivierung von
A in allen pH-Bereichen vollstindig. Die Inaktivierung
von H wird im Sauren total, im neutralen und im alka-
lischen Bereich subtotal gehemmt.

Cat+ (2,5 mM) hebt die Hemmung der biologischen
Inaktivierung von A durch EDTA-Dialyse in allen
pH-Bereichen auf. 0,25 mmCatt reaktiviert bei pH 6,8

Tab. 1

Biologische Inaktivierung von A und H bei verschiedenen pH-Werten
nach Dialyse gegen 0,9proz. NaCl-Ldsung bzw. gegen 10 mmNa,-
EDTA-Losung. Reaktivierbarkeit der Angiotensin-abbauenden En-
zyme nach Dialyse gegen Na,-EDTA durch divalente Kationen in
verschiedenen Konzentrationen (angegeben als Endkonzentration in
1:10 verd. Plasma). Zahlen: Prozent Verlust an pressorischer Wirkung.
— partielle Hemmung.— — totale Hemmung. + partielle Reakti-
vierung. + + totale Reaktivierung. O keine Reaktivierung

Substrat a-L-Aspartyl?- «-L-Asparaginyl?-
Angiotensin I1 Angiotensin II
(A) (H)
pH 5,6 6,8 80 56 7,2 8,6
Inkubationszeit (Min). 720 180 180 60 15 15
Plasma 1:10 verdiinnt 47 48 50 39 53 45

Nach Dialyse gegen 0,9proz. 0 21 25 0 25 23
NaCl

Nach Disx_lryse gegen 0,01m 0 0 0 0 15 12

a, —_—————— = —

Nach anschlieBender Re-
aktivierung mit

0,25 mm Cat+ 22 4 50 0 58 50
+ ++ ++ O +4+ ++

25mm  Cat+ 47 45 50 0 56 50
++ ++ ++ O ++ ++4

0,1 mm Mgtt 1 0 4 0 5 0
O- O ++ O ++4+ O

Imm Mg+ 0 5 45 0 5 5
O O ++ O ++4+ O

5uM  Zntt 3 5 36 | 40 24
+ O + + ()

50 uM.  Zutt 45 6 45 33 41 45
++ O ++ ++ +  ++

500 uM  Znt+ 38 5 33 38 25 0
+ O + ++ 4+ O

10 M Mn++ o 7 9 0 4 0
O o (©) o + O

100 g4 Mnt++ 5 7 15 0 5 0
(@] O (0O) O ++ O

lum  Cot+ 7 30 33 0 46 0
O + + O ++ .0

100 M Cot+ 11 47 5 4 46 5
(O) ++ ++ O ++4+ O

und pH 8,0 total, bei pH 5,6 partiell. Dagegen hat
Catt auf die Hemmung der biologischen Inaktivierung
von A durch EDTA-Dialyse bei pH 5,6 keinen EinfluB,
wihrend 0,25 mMm Catt+ bei pH 7,2 und pH 8,6 total
reaktivieren.

Mg*+ (0,1 mm) reaktlvxert die biologische Inaktivierung
von A nur bei pH 8,0, die von H nur bei pH 7,2. In
allen anderen pH-Bereichen tritt keine Reaktivierung
ein,

Znt+ reaktiviert die biologische Inaktivierung von A
bei pH 5,6 und pH 8,0 schon in sehr kleinen Konzen-
trationen (5 bis 50 um) wihrend bei pH 6,8 keine Reak-
tivierung  eintritt. Ho6here Zn*+-Konzentrationen
(0,5 mm) reaktivieren bei pH 5,6 und pH 8,0 nur par-
tiell. Wahrscheinlich tritt hier bereits eine Hemmung
der reaktivierten Enzyme ein, die wir auch bei An-
wendung noch hoherer Zn++-Konzentrationen in Vor-
versuchen beobachten konaten.

Mnt+ (10 bis 100um) reaktiviert nur die biologische
Inaktivierung von H bei pH 7,2 total. Die Reaktivierung
des Abbaues von A bei pH 8,0 (15%, Inaktivierung)
kann nicht als gesichert gelten, da der Fehler der
Angiotensin-Bestimmung an der Ratte in Mn-haltigen
Losungen etwas groBer war als bei der Testung andeérer
Metallionen-haltiger Lésungen, die keine Anderung der
Genauigkeit des biologischen Tests bedingten.

Co++ reaktiviert bei Konzentrationen von 1 bis 100um
die biologische Inaktivierung von A bei pH 6,8 und
pH 8,0 und die von H bei pH 7,2 total. In anderen
pH-Bereichen ist Co*+ wirkungslos.

Dreititige Dialyse von Plasma gegen 1mm EDTA
hemmt die biologische Inaktivierung von A und H bei
pH 5,6 total. In den anderen pH-Bereichen tritt nur
partielle Hemmung ein. Reaktivierungsversuche mit
zweiwertigen Kationen hatten sinngemil die gleichen
Ergebnisse wie nach Dialyse des Plasmas gegen 10 mum
EDTA-Losung. Die Genauigkeit der Reaktivierungs-
versuche ist wegen der nur partiellen Hemmung der
Angiotensihase im neutralen und alkalischen Bereich
allerdings geringer. Die Ergebnisse werden deshalb
nicht im einzelnen dargestellt.

Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, daBl sowohl A als auch H durch
mindestens drei Enzyme des menschlichen Plasmas mit
verschiedenen pH-Optima inaktiviert werden. Das
jeweilige Wirkungsmaximum liegt im Neutralbereich,
doch sind die pH-Optima der A- und H-spaltenden
Enzyme um 0,4 pH-Einheiten voneinander verschieden.
Die pH-Optima der biologischen Inaktivierung von A
und H im Sauren sind identisch. Im schwach Alka-
lischen ergeben sich erneut Unterschiede. Das pH-
Optimum der Inaktivietung von A liegt bei pH 7,6 bis
8,0, das von H weiter im Alkalischen. Die pH-Optima
der Freisetzung von Asparagin aus H bei Substrat-
sittigung liegen bei pH 6,2—6,4 und bei pH 7,2. Nur
das Aktivititsmaximum bei pH 7,2 und die erneute
Zunahme der Asparagin-Abspgltung im Alkalischen
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korrespondieren mit der pH-Abhingigkeit der biolo-
gischen Inaktivierung von H. Das Maximum der
Asparagin-Abspaltung bei pH 6,2—6,4 kénnte einem
Enzym mit geringer Substrataffinitit entsprechen, das
bei wesentlich kleineren Substratkonzentrationen, wie
sie fiir die Messung der biologischen Inaktivierung ver-
wendet werden, nur wenig Substrat umsetzt. Das bei
pH 5,6 beobachtete pH-Optimum der biologischen
Inaktivierung fehlt dagegen in der pH-Optimum-Kurve
der Aminopeptidase-Aktivitit. Dieser Befund kénnte
die Vermutung von KHAIRALLAH und Mitarbeiter (6)
stiitzen, daB} die ,,saure Angiotensinase®, iber die schon
Pickens und Mitarbeiter (10) berichteten, eine Endo-
peptidase ist. PickeNs und Mitarbeiter (10) und Knar-
RALLAH und Mitarbeiter (6) fanden, daB die Angi-
tensinase-Aktivitit in diesem Bereich mit Diisopropyl-
fluorophosphat hemmbar ist. Sie schlossen daraus auf
eine dem . Chymotrypsin 4hnliche Wirkungsweise.
KnairaLLAH und Mitarbeiter (6) konnten die ,,saure

- ATase® kiirzlich durch Ammoniumsulfatfraktionierung

und Chromatographie iiber Sephadex G-75 von der
Angiotensinase A. trennen. Sie fanden ihr Wirkungs-
optimum zwischen pH 5,8 und 6,0. Das Enzym spaltet
sowohl A als auch H, letzteres doppelt so schnell wie
A. Aber auch Angiotensin-Analoge wie B-Aspartyl!-
Angiotensin II und Succinyl'-Angiotensin II, die von
der Angiotensinase A nicht angegriffen werden, kann
das Enzym inaktivieren. KHATRALLAH und Mitarbeiter (6)
fanden, dafl das Enzym durch Dialyse gegen EDTA
inaktiviert und durch Cat+, Mnt+, Mg+t und Co*+
nicht reaktiviert wird. Sie schlossen daraus, daf3 die
Inaktivierung durch EDTA nicht durch Chelatbildung
mit einem metallischen Cofaktor, sondern durch Dena-
turierung des Enzyms bedingt sei. Offenbar haben
KHAIRALLAH und Mitarbeiter (6) ihre Reaktivierungs-
versuche nur mit dem Substrat H durchgefiihrt. Thre
Befunde stimmen dann mit unseren vollkommen iibet-
ein (siehe Tab. 1). Das von KHAIRALLAH und Mitarbei-
ter als potentieller Reaktivator nicht getestete Zn++
vermag jedoch die EDTA-Hemmung schon in sehr
kleinen Konzentrationen vollstindig aufzuheben (Tab.
1). Die Hemmung des Abbaues von A durch EDTA
bei pH 5,6 wird dagegen sowohl durch Zn*+ als auch
durch Cat+ aufgehoben. Da die Stabilititskonstante des
EDTA-Calcium-Chelates bei pH 5,6 wesentlich kleiner
ist als im Neutralbereich (13), und da die ,,saure ATase*
schon durch Dialyse gegen 0,9proz. NaCl-Losung bzw.
durch Zusatz kleiner EDTA-Konzentrationen zum
Reaktionsgemisch (Abb.3 und 4) gehemmt wird, ist
es unwahrscheinlich, daB Cat+ der natiirliche Cofaktor
der A-spaltenden ,sauren ATase™ ist. Die Stabilitit
des EDTA-Zink-Chelates ist um etwa fiinf Zehnet-
potenzen grofBer als die des EDTA-Calcium-Chelates
(13). Daher ist es wahrscheinlich, daB Zn*+ oder ein
Metallion mit dhnlicher Affinitit zu EDTA der natiir-
liche Aktivator der ,,sauren ATase* ist. Die Inaktivier-
barkeit des Enzyms durch Dialyse gegen 0,9proz.
NaCl-Lésung spricht auflerdem gegen eine feste Bin-
dung dieses Metallions an das Enzymprotein. Aus der
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Aktivierbarkeit der A-spaltenden Enzymaktivitit durch
Cat+ kann der SchluBl gezogen werden, daB die ,,saure
ATase* aus zwei Enzymen besteht, die einerseits H
(und A?), andererseits nur A inaktivieren.

Bei den ,,neutralen ATasen“ findet sich weitgehende
Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen von
KHAIRALLAH und Mitarbeiter (6) und den unseren. |
KuArRALLAH und Mitarbeiter konnten die durch
Ammoniumsulfatfraktionierung von der ,,sauren ATase*
(Angiotensinase B) getrennte Angiotensinase A (5; 6)
durch weitere Fraktionierung in zwei Enzyme auf-
trennen, deren eines (Angiotensinase A 1) nur H inak-
tiviert, wihrend die Angiotensinase A 2, die bei 2,35M
(NHy),SO,-Konzentration prizipitiert, nur A inakti-
viert. Beide werden durch Dialyse gegen EDTA (3 mm)
vollstindig gehemmt und durch Ca*+ reaktiviert. Das
pH-Optimum der ATase A 1 liegt bei pH 7,4, das der
ATase 2 bei pH 6,8. Die von uns gefundenen unter-
schiedlichen pH-Optima der Inaktivierung von A und
H im neutralen Bereich sind slso nicht, was man ver-
muten koénnte, durch methodische Ungenauigkeit be-
dingt, sondern zeigen die Existenz zweier Enzyme an.
Unterschiede finden sich auch in der Reaktivierbarkeit
der nur durch hohere EDTA-Konzentrationen hemm-
baren Enzyme (Abb. 3 und 4, Tab. 1) mit zweiwertigen
Kationen. Wihrend die durch EDTA gehemmte Spal-
tung von A bei pH 6,8 nur durch Cat+ und Cot+ reak-
tiviert wird, wird die von H bei pH 7,2 durch Catt,
Mg*+, Mn*+ und Cot+ reaktiviert. Hier ergeben sich
andererseits Unterschiede gegeniiber den Befunden von
KxkAIRALLAH und Mitarbeitern (6), die eine totale Reak-
tivierung des durch EDTA gehemmten Komplexes
Angiotensinase A nur mit 1 mM Cat+ und eine partielle
mit 1 mM Mnt+ und Cot+ fanden. 1 mMMg++ war
unwirksam. Die Autoren geben allerdings nicht an,
mit welchem Substrat (A oder H) diese Untersuchungen
durchgefithrt wurden. Manche Unterschiede zwischen
unseren Ergebnissen und denen von KHAIRALLAH und
Mitarbeitern (6) konnten aber durch unterschiedliche
Konzentrationen der Metallionen erklirt werden. Wir
haben in Vorversuchen gefunden, daB bereits 0,5 mm
Mnt+ oder Cott die neutralen ATasen partiell hemmen
kénnen, wihrend kleinere Konzentrationen total reak-
tivierten. Diese partielle Hemmung kann, wenn nur eine
Metallionenkonzentration gepriift wird, auch als par-
tielle Reaktivierung interpretiert werden.

Die im schwach alkalischen Bereich A und H inakti-
vierenden Enzyme sind hinsichtlich ihrer pH-Abhingig-
keit und Reaktivierbarkeit durch Metallionen nach
Dialyse gegen EDTA eindeutig unterschieden. Die H-
inaktivierende Enzymaktivitit oberhalb pH 8,0 ist erst
mit hdheren EDTA-Konzentrationen als das A-spal-
tende Enzym (pH-Optimum 7,6—8,0) hemmbar (Abb.
3 und 4, Tab. 1). Es wird durch Ca*+ und Zn*+ reak-
tiviert, wihrend das A-spaltende Enzym durch Catt,
Mg++, Zn++ und Co*+ total reaktiviert wird. Auch in
diesem Bereich kdnnen unsere Untersuchungen cine
Beteiligung mehterer Enzyme an der Inaktivierung des
jeweiligen Substrats nicht ausschlieBen. Der Vergleich
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der pH-Abhingigkeit der biologischen Inaktivierung
von H und der Asparagin-Abspaltung aus H (Abb. 2)
1iBt den SchluB zu, daB die ,,neutrale‘ und die ,,alka-
lische® H-spaltende ATase Aminopeptidasen sind.

Unsere Ergebnisse und die von KHAIRALLAR und Mit-
arbeitern (6) bestitigen einander in vieler Hinsicht.
Widerspriiche kénnen zum Teil durch unterschiedliche
Versuchsanordnungen erklirt werden. Die Heterogenitit

der ,,Angiotensinasen® ist bemerkenswert. Sie sollte bei
zukiinftigen Untersuchungen mehr berticksichtigt wer-
den.

Wir danken Herrn Prof. Dr. F. Gross von der CIBA-AG in

Basel fiir die freundliche Uberlassung yon a-r-Angiotensin II und
a-L-Angiotensin II-Amid.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die
Unterstiitzung dieser Arbeit.
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