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{ )ber  A d s o r p t i o n  von  E l a s t a s e  
an  s y n t h e t i s c h e m  N a t r i u m a l u m i n i u m s i l i k a t  

BALe nnd BANGA 1 haben im Jahre  1949 ein neues 
Enzym aus Rinderbauchspeicheldrtisen bekannt  ge- 
macht,  das zu Abbau und AuflSsung des spezifischen 
Eiweisses der elastischen Fasern aus der Aortawand 
fghig ist 2. Die Verfasser haben die Ext rak t ion  und par- 
tielle Reinigung der neuen Pankreasprotease beschrie- 
ben und das Enzym ,Elastase,~ benannt  3. Im Jahre 1952 
gelang e s  BANGA,  ein kristallisiertes Enzymprgpara t  
dutch Verwendung der ktassischen Aussalzungsmethode 
darzustellen 4. Die nach BANGAS Verfahren hergestellte 
Elastase diente als brauchbares AusgangsmateriaP ftir 
viele Versuche. Das kristallisierte E n z y m  b e s a s s a b e r  
neben seinen Vorteilen auch nachteilige Eigenschaften. 
Die Ausbeute des kristallinischen Produktes war beson- 
ders ungiinstig: es erreichte kaum 3-4°/0 der Enzym-  
akt ivi t~t  des Ausgangsmaterials.  

In unseren ¥ersuchen znr IReinigung und Isolierung 
yon Elastase wurde die Asorption des Enzyms an ver- 
schiedenen Adsorpt ionsmit te ln  untersueht.  Es wurde 
beobaehtet ,  class die Etastase sich aus schwach sauer 
wiissriger L6sung an gewisse Adsorptionsmittel ,  zum 
Beispiet an akt ivier te  Kohte oder verschiedene Zeolithe 
gut adsorbiert,  in nur geringem Grade aber an t3entonit 
und saure Kunstharz-Austauscher.  Im folgenden wird 
die Adsorption des Enzyms an synthet ischem Zeolith 
beschrieben. 

100 g durch Azeton entfet tetes und getrocknetes 
Pankreaspulver  (Pankreat in Richter,  Budapest) wurde 
in zwei Stufen mit  insgesamt 2 Liter  ether 0,1 M Azetat-  
pufferl6sung yon pH 4.7 extrahiert .  Die Ext rak t ion  
wurde bet R a u m t e m p e r a t u r  nach Befeuchtung und Zer- 
reibung des Organpulvers unter  1-2st i indigem Rtihrcn 
durchgeffihrt.  Nach Abzentrifugieren der unl6slichen 
Organreste wurden die Ex t r ak te  vereinigt  und durch ein 
hartes Fal tenfi l ter  filtriert. Die wasserklare, hellgelb- 
li the Enzyml6sung wurde nun mi t  ether Geschwindigkeit  
wm 8 bis 10 emS/min durch eine S~tule aus synthet i -  
schem Natr iumaluminiumsi l ika t  filtriert. Die Kolonne 
hat te  einen Durchmesser yon 50 mm, eine H6he yon 
50 bis 60 cm und enthiel t  e twa 300 g Deealso (Permuti t  
Co., London), das vorher  mit  einer 3 M Ammoniak-  
16sung akt iv ier t  worden w a r ,  ]:)as fiberschtissige Am- 
moniak wurde vor  Beginn der Adsorption durch 0,01 21/[ 
Salzsgure entfernt  und die Kolonne mi t  destitt iertem 
Wasser gewaschen. In der durch die Kolonne filtrierten 
Enzyml6sung ist nur noch eine geringe Enzymaktivi t~i t  
nachweisbar. Die Adsorption hat  einen ~Virkungsgrad 
yon 85-95%. Die Kolonne wurde nach Beendigung des 
Adsorptionsprozesses mit  einer 0,2 M Azetatpuffer-  
l{Ssung yon pH 4.7 und mi t  desti l l iertem \Vasser ge- 
waschen. 

Wir  versuchten die Elut ion des Enzyms  mit  ver- 
schiedenen L6sungsmit teln und bet verschiedenen pH-  
\Verten. Die Abbildung zeigt den Zusammenhang zwi- 
schen den pH-Wer ten  des Elut ionsmit te ls  und der 
Akt ivi t / i t  der eluierten Elastase. Daraus geht Mar her- 
vor, dass die bet alkalischer Reakt ion durchgefiihrte 
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Elut ion zu ungiinstigen Resuttaten fiihrt, indem die 
Aktivi t / i t  des Endproduktes  betr~chtlich abnimmt,  ob- 
wohI keine Denatur ierung stat t f indet .  Unte r  den zur 
Elu t ion  verwendeten L6sungsmit teln erwies sieh eine 
40-45% (V/V)  w~tssrige Athyl-  oder Methylalkohol- 
16sung, die 8-12% Ammoniumaze ta t  enthielt,  als das 
beste. Das Enzym wurde mit  600 cm a dieser alkoholi- 
schen Salzl6sung eluiert. Nacher wurde es aus dieser 
L6sung bet ether Tempera tur  yon --2 bis - 6 ° C  durch 
Zusatz des dreifachen Volumens absoluten &thylalko- 
hols ausgefgllt. Der Niederschlag sedimentierte in eini- 
gen Stunden. Nach Absaugen der klaren L6sung wurde 
der Niederschlag im Kfihlraum abzentrifugiert ,  danach 
in ether 0,01 M Azetatpufferl6sung yon pII  5.0 gel6st 
und das Enzym im gefrorenen Zustande getrocknet.  
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A k t i v i t a t  der  e iu ie r ten  Elas tase  in  Abh~ingigkei t  vor~ der  Azidi t / i t  
des Elutionsmittels 

Die durch die beschriebene Methode hergcstell ten 
ElastaseprXparate enthiel ten 40-70 E.E.  (Elastase-Ein- 
heiten) pro rag. Sie iibertreffcn die Akt iv i tg t  des kristal- 
linischen Enzymprgparates .  Die Ausbeute des Adsorp- 
t ionsverfahrens betr~gt 30-50%, ist also besser als bet 
den in der Li tera tur  ver6ffentl ichten Verfahren. Papier- 
elektrophoretisch ist das Enzympr~Lparat nicht  homo- 
gen. Dies steht  in 0be re ins t immung  mit  den frfiheren 
Angaben yon HALL n. Wir haben beobachtet ,  dass die 
L6sliehkeit dcr einzelnen Komponenten,  wie zum Bet- 
spiel jene der Elastomncoproteinase 7, unter  bes t immten 
Umstgnden verschieden ist. Auf dieser Basis ist ihre 
Isolierung im Gange. 

Ausffihrliche Angaben werden in Acta physiol, hung. 
erscheinen. 
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Summary  

We have described an adsorption method for the iso- 
lation of elastase. Wi th  this method,  the yield of the 
enzyme is bet ter  and the pur i ty  is greater  than with the 
methods described previously. 
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