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200. Kristallisation einer Aldolase aus Kaninchenleber 
von H. Goschke und F. Leuthardt 

(Kurze Mitteilung) 

(3. VII. 63) 

LEUTHARDT, TESTA Sr:  WOLF^) haben 1952 nachgewiesen, dass in der Leber eine 
Aldolase vorkommt, die sich durch ihre Spezifitat von der Muskelaldolase unter- 
scheidet (1-Phosphofructaldolase) . Sie spaltet Fructose-1-phosphat (F-1-P) mit 
wesentlich grosserer Geschwindigkeit als die Muskelaldolase, deren Aktivitat gegen 
Fructose-1-phosphat sehr gering ist. PEANASKY & LARDY~)  haben 1958 die Kri- 
stallisation einer Aldolase aus Rinderleber beschrieben, welche gegen Fructose-l- 
phosphat etwa die gleiche Aktivitat zeigt wie gegen Fructosediphosphat (FDP). 
Das Ferment envies sich bei der Elektrophorese und der Sedimentation als einheit- 
liches Protein. Die Isolierungsmethode der genannten Autoren besteht in einer 
Fraktionierung rnit Methanol, Adsorption an Aluminiumhydroxid und weiterer Rei- 
nigung durch Fraktionierung rnit Ammoniumsulfat. Wir haben eine wesentlich ein- 
fachere Methode zur Isolierung der Aldolase aus Kaninchenleber ausgearbeitet, die 
sich nur der Aussalzung durch Ammoniumsulfat bedient. 

Avbeitsvorschrift. Wir verwendeten meistens die Lcber mannlichcr Kaninchen, da diesclbc 
tlurchschnittlich bessere Ausbeuten ergibt als die Leber weiblicher Tiere. Die Leber wurde vor der 
Entnahmc in situ mit isotonischer KC1-Losung perfundiert (die ganze Aufarbeitung im Kaltcraum 
bei + 3") und darauf im Fleischwolf zerkleinert. Der Organbrei wurde mit 0,07 M Ammonium- 
sulfatlosung von pH 8,6 extrahiert und die Losung vom Riickstand durch Zcntrifugicrcn bei 
80000 g abgetrcnnt. Durch kurze Erwarmung des Rohcxtraktes auf 47" lassen sich inaktivc Pro- 
teinc cntfcrnen. Die iiberstehende Msung wurdc auf eine Ammoniumsulfatkonzentration von 
44% Sattigung gcbracht und die ausgefallten Proteinc vcrworfcn. Im ubcrstand wurde die Ammo- 
niumsulfatkonzeiitration auf 5376 Sattigung erhbht, der Niederschlag abgetrennt, in ZU 20% ge;. 
-4mmoniumsulfat geltist und erneut durch Zusatz von Ammoniumsulfat bis auf 4849% Sattigung 
ausgcf5llt. Das gleichc Verfahren wurde wieclerholt. Aus den uberstehenden 1.osungcn fie1 beim 
Stchen cin Rohkristallisat aus (Fraktionen I, IT und 111 dcr Tabelle). Dasselbe wurdc in Amnio- 
niumsulfat von 20% Sattigung bei pH 7.6 gelBst und die Ammoniumsullatkonzentration anschlies- 
scnd erhiJht, bis einc schwache Triibung entstand, die rasch abzcntrifugiert wurde. Die Xm- 
moniumsulfatkonzentration wurde darauf auf 49% Sattigung erhoht. Nach 2-3tagigem Stehen 
kristallisierte die Aldolase in schonen Nadeln aus. Die weitere Reinigung crfolgte durch Aus- 
waschen der Kristallsuspension nach BUCHER (cpliimpcrn ))) 3, nach Verdiinnen der Ammonium- 
sulfatlosung auf 43% Sattigung und wiederholtes Umkristallisiercn. Die Aktivitatsbestimmung 
wurde durch den optischen Test nach RACKER4) mit BARANOWSKI-Ferment ak I~ilfsferment 
durchgefiihrt. Dic reinsten Praparate zeigten gegen FDP cine .4ktivitat von 200 BWCHER-Ein- 
heiten. gegen F-1-P von 220 RucHER-Einheiten. Der Gang der Reinigung ist in der Tabcllc dar- 
gcstellt. 

Das Protein erwies sich bei der Ultrazentrifugation als einheitlich. Die graphische 
Darstellung nach LINEWEAVER-BURK zeigt gewisse Unregelmassigkeiten, wie sie 
I )  F. LEUTHARDT, E. TESTA & H. P. WOLF, Helv. 36,227 (1953). 
z, R. J. PEANASKY & H. A. LARDY. J.  biol. Chem. 233, 315 (1958). 
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3, c. REISENIIERZ, M. J. BOLTZE, TH. BUTCHER, R. CZOK, T<. H. GAKRADE, E. &%EYER & G.  PFLEI- 

DERER, 2. Naturforschg. S b ,  555 (1953). 
*) E. RACKRR, J. biol. Chcmistry 167, 843 (1947). 
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Reinigung der Kaninchenleber-Aldolase 

Gesamt- 
aktivitat 
(BUCHER- 
Einheiten) Fraktionen 

Spez. Aktivitat 
Elmg 

Ausbeute FDP I F-1-P 
Rohextrakt 
Extrakt nach Erwarmen auf 47’ 

Rohkristallisate I bis 111 
Reinferment 

138 000 
134 000 

64 000 
31 SO0 

(100%) 
97 % 

7 
10 
I I1 I11 
49 78 62 
198 *) 

7,9 
10,s 
I I1 111 
52 85 73 
22O**) 

*) Substratkonzentration 4 . 1 0 - 4 ~  
**) Substratkonzentration 4 . 1 0 - 3 ~  

auch von PEANASKY & LARDY beobachtet worden sind. Fur das Fructosediphosphat 
ergibt sich eine MICHAELIS-Konstante von ca. 8 Mol/l. (PEANASKY 6r LARDY 
fanden die Werte von 3,8.10-3 oder 3,5.10-4 Mol/l, je nach der Berechnungsart.) 
Fur F-1-P liegt der Wert zwischen den Grenzen 2 his 8.10-4 Mol/l, je nach Berech- 
nungsart. Wir werden auf die Kinetik und die physikalischen Eigenschaften des 
Ferments an anderer Stelle zuruckkommen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird die Darstellung kristallisierter Aldolase aus Kaninchenleber unter aus- 
schliesslicher Verwendung von Aussalzen durch Ammoniumsulfat beschrieben. 

Aus dem Riochemischen Institut der IJniversitat Zurich 

201. Odeur et constitution XXI 
Syntheses d’aldChydes P-CthylCniques cis. 111) 

par M. Winter 
(29 VI  63) 

Les propriktCs odorantes intkressantes de l’hexhne-3-a1 cis nous ont amen6 B 
perfectionner sa synthbe et B entreprendre celle de quelques autres aldChydes 8- 
insaturks2), et ceci suivant une variante nouvelle, reprksentCe par le schCma, analogue 
dans son principe au procCdC envisagC par DUKAND et d3). L’intkret d’une telle Ctude 
dkpasse le cadre industriel, certains de ces aldkhydes pouvant fort bien exister 2 
l’Ctat naturel. C’est notamment le cas des non2ne-3-al cis et nonadi&ne-3,6-a1 (tout cis) 
qui pourraient prendre naissance par autoxydation de glycCrides riches en acides gras 
essentiels (acides IinolSque, linolknique) “). 
l) Communication I sur les ald6hydes jNthylCniques: Helv. 45, 2567 (1962). 
2, Les proc6dCs dicrits ici font l’objet de demandes de brevets avec priorit6 du 2 mai 1962. 
3, R. R. DURAND, L. PIAUX & Melle S. TRAVERS, C. r. hebd. Acacl. Sci. 256, 1554 (1963). 
4, J.  J .  B R ~ D E R I C K ,  J .  Amer. Perf. Arom. 72, (5) 49 (1958). 




