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168. Inaktivierung der Kaninchen-muskel- und -1eberaldolase 
in 4111 Harnstofflosung 

Uber Aldolasen, 6. Mitteilungl) 

von Ph. Christen, F.  Leuthardt uiid A. Schmid 

(21. V I I .  65) 

Uic Kaninchcnmuskelald~lasc dissoxiiert unter verscliiedenen Bedingunpi  - bci 
saurer und alltalischer Reaktion (pH 2-3 bzw. pH 12), in 4nt Harnstofflosung, oder 
aucli bei Zusatz von Natriumdodecylsulfat, in drei Untereinheiten [l]. Die Aldolase 
aus Kaninchenleber zcigt ein analoges Verhalten. Auch sie dissoziicrt bei saurer 
Kcaktion [a] und in 4nr Harnstofflosung in die gleiche Zahl Untereinheiten [ 3 ] .  Die 
Dissoziation ist von einer Entfaltung der Polypeptidketten begleitet und fuhrt zum 
Verlust der enzymatischen Aktivitat. Bei der MALD z, ist die Entfaltung des Enzyms 
unter geeigneten Bedingungen weitgehend reversibel. J e nach der verwendeten 
Methode werden 40-90% der Ausgangsaktivitat zuruckgewonnen [l]. Das regene- 
rierte Enzym unterscheidet sich in seinen enzymatischen, physikalisch-chemischen 
und immunologischen Eigenschaften nicht vom nativen Enzym. Entsprechcndc 
Untersuchungen wurden bei der LALD bisher noch nicht durchgefiihrt. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir Versuche iiber den zeitlichen Verlauf 
der Inaktivierung der LALD und der MALD in 4111 Harnstofflosung in Bcziehung 
zur Denaturierung und zum Zerfall der Enzymproteine in Untereinheiten, wobei wir 
im besonderen den Einfluss der Substrate auf den Zerfall in Untereinheiten und die 
Inaktivierung dcr bciden Aldolasen und auf die Moglichkeit ihrer Reaktivierung unter- 
sucht haben. 

Material. - L A  L D  wurtle tlurch fraktioniertc Xmmoniunisulfatfallungen nach GOSCHKE & 
LEUTHARUT [4] dargcstcllt. Die spezifischen Aktivitaten tles kristallinen Enzyms betrugen 3,8 IUB 
Einh./mg rnit F D P  als Substrat irnd 3,5 IUB Einh./mg mit F-1-P als Substrat. 

MALL) wurde nach TAYLOR u .  Mitarb. [5j dargestellt. Mit FDP als Substrat betrug die spczi- 
fische rlktivitat unsercr Praparate 30 I U B  Einh./mg. 

GDH, T I M ,  NADH,, FDI’ und F-I-P, die beiden letzteren als Cyclohexylammoniumsakc, 
murden von rlcr Fa. BOEHRINGER, Mannheim, HavmtofjF vom A~u2aZap.-Reinheitsgrad von der 
BRITISH DRUG HOUSES LTD., Poole, England, bezogen. Fur  alle Versuche wnrden nur frisch zu- 
bereitctc Harnstofflosungen vcrwcndct. 

Methoden. - Die .IZdolaseaktivitiit bcstiinmtcn wir lici 25’ durch den optischcn Test mit  
CTIH und T1M als Hilfsenzymc [6] [7]. Als Puffer diente Tris-hydroxyniethyl-aminomcthan 
( =  Tris) 0 , 1 ~ ,  pH 7,6. 

l k  Protei?~,~onzeiztrali012 wurtlc rn i t  dcr  Riuretmethocle crmittclt [7j. 

.5. Mitteilung, s. [ 3 ] .  
In clicscr Arbeit werden folgentle Xbkurzungen verwendet : MALL) lianinchenmuskelalclolase, 
IALD I~aninclienleheraltlolase, 1WP l’ructose-l,~-diphosphat, F-1-P Fructose-1-phosphat, 
GUH a-(;lvcerophosphatdehydrogenase, TIM Triosephosphatisomerase, N:\DH, retluziertes 
Nicotinamicl--kdenin-Dinucleoticl. 
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Fig. 1. Inaktivierung der Muskel- und Leber-Aldolase duvch 4~ Harnstoff 
0 Inaktivierung der Aldolasen bei Fehlen von Subsirat: 2,5 ml in einer optischen Cuvettc ent- 

hielten: Harnstoff ( 4 ~ ) ,  Trispuffer pH 7,6 ( O , ~ M ) ,  NADH, ( 0 , 0 0 0 3 ~ ) ,  EDTA ( 0 , 0 0 1 ~ ) ,  bei den 
Versuchcn der rcchten Kolonne zusatzlich NaCl ( O , ~ M ) .  Darin wurden iiber eine bestiminte Zeit 
0,0016 mg MALD bzw. LALD inkubiert, worauf als Hilfsenzyme 0,l mg GDH und 0,Ol mg TIM 
zugegcben wurden und durch Einpipettieren der Substratlosuug (FDP 0 , 0 0 0 4 ~ ,  F-1-P 0 , 0 0 4 ~  
Endkonzentration) die enzymatische Reaktion ausgelost wurde. Die aufgetragenen Aktivitats- 
werte beziehen sich auf die Anfangsgeschwindigkeiten. 

Inaktivierung dev Aldolasen in Gegenwart von Substrut: Die Zusammensetzung der 
Testlosung war dieselbe wie oben, jedoch wurden alle Komponenten gleich zu Beginn des Ver- 
suches zusammengegeben. Die Aldolaseaktivitat wurde anhand der Neigung der Tangente der Zeit- 
Umsatz-Kurve in bestimmten Zeitpunkten berechnet. Alle 7 Minuten wurde erneut GDH/TIM 
zugegeben (Vorversuche zeigten, dass GDH/TIM nach 10 Minuten in 4~ Harnstoff noch zu 44% 
aktiv ist). 

Die mit S benannten Zahlen innerhalb der Diagramme bezeichnen die Sedimentationskoeffi- 
zienten der Aldolase in der bctreffenden Losung, ausgedriickt in SVEDBERG-Einheiten. Die Sedi- 
mentationskoeffizienten wurden von der 80. bis 140. Minute nach Beginn der Inkubation des 
Enzyms in 4 M Harnstoff bestimmt. Die Gipfel des Schlierendiagrarnms zeigten wahrend dieser 
Zeit keine Vcranderung ausser der iiblichcn Abflachung mit der Zeit, und die beobachteten Sedi- 
mentationskoeffizienten blieben konstant. 

A 
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Die Sedimentatio~skoeffizienlen wurden rnit der analytischen Ultrazentrifuge SPINCO, Modell E 
(Rotor An-D, Phasenplatte als Schlierenanalysator, RAYLEIGH Optik), bestimmt. Wir verwen- 
detcn Standard- und Keil-Einsektorzellen von 4" Sektorwinkei mit Quarzfenstern und 12 mm 
Lichtweg. Die Tourenzahl betrug einheitlich 56 100 Upm. Alle Expcrimente wurden wie die Akti- 
vitatsbestimmungen in einem 0 , 1 ~  Trispuffcr von pH 7,6 durchgefiihrt, der gegebenenfalls 401 an 
Harnstoff, 0 , 2 ~  an NaC1, 4 .  lO-*w an FDP oder 4. 1 0 - 3 ~  an F-1-P war. Die Proteinkonzentra- 
tion betrug einheitlich 6 mg/ml. Die beobachteten Sedimentationskoeffizienten wurden bei Lau- 
fen in einem Harnstoff oder NaCl cnthaltenden Milicu auf Losungsmittelbedingungen entspre- 
chend der Dichtc und Viskositat einer 0 , l M  Trislosung umgerechnet. Die Dichte- und Viskositats- 
inkremente der Harnstofflosung entnahmen wir den Physikalisch-Chemischen Tabellen von 

Resultate. - 1. Inaktivierung, Entfaltung und Dissoziation irz Untereinheiten in 
4~ Harnstofflosung. In Fig. 1 ist die Aktivitat der Aldolasen in Harnstofflosung in 
Prozent der Aktivitat in einer harnstoffreien Losung als Funktion der Inkubations- 
dauer des Enzyms in 4 M Harnstoff aufgetragen. Als strukturelles Korrelat wurde 
jeweils der Sedimentationskoeffizient des Enzyms im betreffenden Milieu bestimmt. 
Um sicherzustellen, dass die beobachtete Aktivitatsabnahme auf die Wirkung des 
Harnstoffs allein zuruckzufuhren ist, fuhrten wir die Versuche bei pH 7,6 durch (vgl. 
Legende Fig. 1). Dieser pH-Wert liegt im optimalen Bereich beider Aldolasen [lo] I1 11. 

Fig. 1 zeigt, dass unter diesen Bedingungen die Aldolasen wohl inaktiviert werden, 
dass jedoch keine Dissoziation in Untereinheiten eintritt. Die Sedimentationskoeffi- 
zienten halten sich im Bereich derjenigeii der iiativen Enzyme. In  einem Milieu 
ohne Harnstoff, rnit 0 , 2 ~  NaCl und 0 , l ~  Trispuffer von pH 7,6 bestimmten wir bei 
der LALD einen Sedimentationskoeffizienten von 7,3 S, bei der MALD einen solchen 
von 6 3  S. Bei pH 5,5 in einem 0 , 0 5 ~  Acetatpuffer, der 4~ an Harnstoff ist, disso- 
ziieren beide Aldolasen in Untereinheiten. Der auf Wasser korrigierte Sedimentations- 
koeffizient betragt in diesem Fall bei der MALD 1,8 S, bei der LALD 1,9 S. 

Wird das Harnstoffmilieu von pH 7,6 auf eine Konzentration von 0 , 2 M  NaCl 
gebracht (rechte Ihlonne der Fig. 1), so dissoziiert die MALD in Untereinheiten. 
Wenn der Losung kein FDP zugesetzt wird, zeigt sich beim Sedimentationslauf ein 
einziger Gipfel, der entsprechend einem Sedimentationskoeffizienten von 2,0 S wan- 
dert. Enthalt das Milieu zusatzlich noch FDP, treten bei der Ultrazentrifugation zwei 
Gipfel auf, die mit einer Geschwindigkeit vun 2 , l  S uiid 6,4 S sedimentieren (vgl. 
Fig. 2). Im Gegensatz zur MALD zeigt die LALD auch bei Zusatz von NaCl keine 
Dissoziation in Untereinheiten. 

Die Inaktivierung verlauft in allen Fallen in zwei Phasen: einer ersten, raschen, 
und einer zweiten, wesentlich langsameren. Der Zusatz von NaCl bewirkt allgemein 
einen grosseren Aktivitatsverlust in der ersten, raschen Phase, wahrend die Geschwin- 
digkeit der zweiten Phase nicht wesentlich verandert wird. Auch der Zusatz von 
Substrat in Sattigungskonzentration beeinflusst nur die erste Phase : das Ausmass 
der Inaktivierung ist geringer als in den entsprechenden Ansatzen ohne Substrat 3) .  

Bei der LALD wird die Aktivitat gegen FDP und gegen F-1-P wahrend der ersten, 
raschen Phase der Inaktivierung in verschiedenem Ausmass beeinf lusst . Die Aktivitat 
gegen F-1-P wird bei der Denaturierung des Proteins starker herabgesetzt als die 

1,ANDOLT-BORNSTEIN [8] und den I N T E R N A T I O N A L  CRITICAL TABLES [9]. 

3) Die Substrate wurden in folgenden Konzentrationen zugcsetzt: FDP in 4 . 1 0 - 4 ~ ,  F-1-P in 
4 . lW3n? Endkonzentration. Die MICHAELIS-Konstante der MALD rnit FDP als Substrat be- 
trzigt 6 .  1 0 - 5 ~  [ l Z j :  bei der J,ALD betragt sie mit FDP als Substrat 5 . ~ O - ' M ,  mit F-1-P als 
Substrat 6 . 1 0 - 4 ~  [3]. 
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Aktivitat gegen FDP. Auch bei Gegenwart von F-1-P nimmt die F-1-P- Aktivitat 
starker ab als die FDP-Aktivitat. Wird jedoch die FDP-Aktivitat des bei Gegenwart 
von F-1-P inkubierten Enzyms bestimmt, so zeigt sich, dass sie durch das letzt- 
genannte Substrat ebenso gut geschutzt worden ist wie durch FDP. Die auf 0 , l ~  
Trislosung bezogenen Sedimentationskonstanten sind in Gegenwart von Harnstoff 
in allen Fallen etwas niedriger als die Kontrollwerte in einem Milieu ohne Harnstoff 
(siehe oben), was durch eine Entfaltung der Peptidketten zu erklaren ist. Kontroll- 
proben beider Aldolasen, die ohne Harnstoff unter denselben Bedingungen gehalten 
wurden, zeigten nach 24 Stunden keine Aktivitatseinbusse. 

Fig. 2. Sedimentation van, M A L D  und L A L D  in 4M HarnstofJnzit und ohne Zusatzvon NnCl(0,2M) 
und Zion F D P  (0,0004~), p H  7,6 

Nahere Bedingungen siehe unter Methoden und Legcnde der Fig. 1. Aufnahmen 70 Minuten nach 
Erreichen der Arbeitsgeschwindigkeit von 56 100 Upm. Schlierendiaphragmawinkel 70". 

Nr. Aldolasetyp Zusatz yon S,,, 0,l M Tris 
Harnstoff NaCl FDP ( S) 

2. Reaktivierung. Um die Reaktivierung des denaturierten Enzyms zu verfolgen, 
wurde die Harnstoffkonzentration durch rasche Verdiinnung auf unwirksame Werte 
herabgesetzt (vgl. Legende zu Fig. 3).  Die Aktivitat steigt unter diesen Bedingungen 
wieder an, doch erreicht sie nicht mehr den vollen Wert des nativen Enzyms. Ein 
Teil der AldoIase wird also auf irreversible Weise denaturiert. Die Aktivitaten der 
beiden Aldolasen werden mit verschiedener Geschwindigkeit regeneriert. Bei der 
LALD dauert es 20-30 Sekunden, bei der MALD ungefahr 4 Minuten, bis der in 
Fig. 3 aufgetragene Hochstwert der regenerierten Aktivitat erreicht wird. Die MALD 
ist nach einer Inkubation von 20 Minuten in 4~ Harnstofflosung vollig inaktiv (vgl. 
Fig. l), lasst sich aber nach Verdunnung des Harnstoffs bis auf 30-40y0 der ur- 
sprunglichen Aktivitat reaktivieren (vgl. Fig. 3A). Die LALD zeigt nach 20 Minuten 
Inkubation in 4 M  Harnstofflosung noch eine FDP-Aktivitat von 35% des ursprung- 
lichen Wertes und keine F-1-P-Aktivitat mehr (Fig. 1). Bei der Reaktivierung errei- 
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chen beide Aktivitaten denselben Wert von 85% (Fig. 3B). Die irreversible Inakti- 
vierung, d. h. der Verlust an nicht regenerierbarer Aktivitat, tritt  wahrend der ersten 
5-10 Minuten der Inkubation in Harnstofflosung ein; sie nimint spatcr nur noch 
langsam z i i .  

40 - 

20 - 

%Akt. 1001 

20 - 

20 40 60 80 100 120 140 24h  
Minuten 

Fig. 3.2.  M , 4  L l l ;  I~l)P'-hktivitat:  0 kcin FDP in Harnstoffmilieu, 0 FDT' in FIarnstoffmilieu 
(Substratc in S$ittigungskonzcntration). 

20 40 60 80 100 120 140 24h 
Minuten 

1;ig. 3I3, L A L D :  0 0 0 FDP-Aktivitat, U l:-l-P-Aktivit&t, 0 13 kcin Substrat, 0 W FDP, 
0 F-1-P iiberall in Harnstoffmilieu (Substrate in Siittigungskonzentration). 

Fig. 3 .  Reaktivierung der Aldolasen irz A bhangigkeit von der Inkubationsdauer in 4 M  Harnstoff 
I& Aldolasen wurden in einer Konzentration von 0.2 mg/ml in einem 0 , l ~  Trispuffer von pH 7,6, 
der 4~ an Harnstoff war, bei 20" inkubiert. Nach bestimmten Zeiten wurde ein aliquoter Tcil ent- 
nommen und direkt in die I*osung iur den optischen Tcst einpipettiert. Der Harnstoff wurdc 
daclurch auf folgende Konzentrationen verdunnt: bei der MALD auf 0,016n1, bei der LALU auf 
0,08 M .  Ordinate : Maximale, nach Verdiinnung des Harnstoffs crrcichbare Aktivitat, in yo der 
-4ktivitait des nativen Enzyms. 
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Enthalt die denaturierende Harnstofflosung zusatzlich die Substrate in Satti- 
gungskonzentration, so liegen die Ausbeuten der Reaktivierung bei beiden Aldolasen 
hoher. Im Falle der LALD erweist sich FDP als etwas wirksamer als F-1-P. Auf 
Verdiinnung der Harnstofflosung erreichen beide Enzyme innert weniger Sekunden 
den Hochstwert der regenerierbaren Aktivitat. 

Diskussion. - Der zweiphasische Verlauf der Inaktivierung der beiden Aldolasen 
in 4w Harnstofflosung zeigt, dass die Denaturierung der Enzyme in mindestens zwei 
Stufen erfolgt. In einer ersten, rasch ablaufenden Phase wird eine metastabile Zwi- 
schenform gebildet, die als Faltungsisomeres des nativen Enzyms noch eine gewisse 
enzymatische Aktivitat aufweist. In einer zweiten, wesentlich langsameren Phase 
wird direkt oder uber weitere Zwischenformen das endgiiltige, inaktiveDenaturierungs- 
produkt gebildet. Zu dieser Vorstellung gelangten FRATTALI u. Mitarb. [13] bei der 
Untersuchung des Pepsinogens in 7,7 i v ~  Harnstofflosung. Ohne die enzymatische 
Aktivitat zu verfolgen, stellten sie mit physikalisch-chemischen Methoden (Viskosi- 
tat, Fluoreszenz-Polarisation, UV.-Absorptionsspektren, optische Drehung, UV.-Fluo- 
reszenz) das Auftreten einer ccquasistabilen b) Zwischenform, die rasch gebildet wird und 
langsam in eine endgultige Denaturierungsform iibergeht, fest. Auf Grund theoreti- 
scher Uberlegungen fordert auch TANFORD [14] das Vorkommen von stabilen Zwischen- 
formen bei der Denaturierung von Proteinen durch Harnstoff. DEAL u. Mitarb. [l] 
zeigten mit Ultrazentrifugen-Experimenten bei verschiedenen pH-Werten und an- 
hand der Feststellung, dass die Reaktivierung einer Kinetik erster Ordnung folgt, 
dass die Dissoziation der MALD in Untereinheiten wahrscheinlich iiber ein entfaltetes 
Trimeres als Zwischenstufe geht. Unter den Bedingungen unserer Experimente dis- 
soziierte in 4~ Harnstofflosung, welche O,ZM an NaCl war, nur die MALD in Unter- 
einheiten. In  allen andern Fallen liegen die Sedimentationskoeffizienten ungefahr 
0,s S unter dem Koeffizienten des nativen Enzyms, was darauf hinweist, dass nur 
eine Vorstufe, das entfaltete Trimere, erreicht wurde. Die Inaktivierung ist also nicht 
notwendigerweisc von einer Dissoziation in Untereinheiten begleitet. 

I>er durch das Substrat bewirkte Schutz des Enzyms gegen Inaktivierung im 
Laufe der ersten Konformationsanderung l a s t  sich auf verschiedene Weise inter- 
pretieren : Die Moglichkeit, dass das Substrat die Geschwindigkeit der ersten, raschen 
Phase der Denaturierung beeinflusst, ist auszuschliessen, denn man beobachtet bei 
(iegenwart von FDP oder F-I-P keine Verzogerung im Ablauf dieser Reaktionsstufe. 
Es ware auch denkbar, dass bei der ersten Phase sich ein Gleichgewicht zwischen dem 
denaturierten und dem nativen Protein einstellt, welches durch das Substrat zugun- 
sten des nativen Proteins verschoben wiirde. Gegen diese Moglichkeit spricht aber die 
allgemein anerkannte Annahme, dass die Denaturierung von Proteinen einem aAlles 
oder NichtswGesetz folgt [15]. Dies will heissen, dass unter der Einwirkung des Harn- 
stoffs nicht ein Gemisch von vollig inaktivierten und vollig aktiven Fermentmolekeln 
entsteht, sondern dass alle Enzymmolekeln unter teilweiser Entfaltung ihrer Peptid- 
ketten in eine neue, aber weniger aktive Form ubergehen. 

Gegen die Vorstellung, dass sich unter der Einwirkung des Harnstoffs ein Gleich- 
gewicht zwischen inaktiver und intakter Aldolase einstellt, sprechen auch unsere 
Beobachtungen iiber die Veranderung der Aktivitat der LALD gegeniiber FDP und 
F-1-P. Diese beiden Substrate werden vom nativen Enzym mit annahernd gleicher 
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Geschwindigkeit gespalten. Wurde ein Teil des Enzyms in Harnstofflosung voll- 
standig inaktiviert, wahrend der Rest seine Konformation unverandert beibehalten 
wiirde, so durfte sich auch das Verhaltnis der beiden Aktivitaten nicht andern. Tat- 
sachlich wird die Spaltung der beiden Substrate in sehr verschiedenem Ausmass 
beeinflusst : die F-1-P-Aktivitat wird vie1 starker herabgesetzt als die FDP-Aktivitat 
(10% bzw. 50%, vgl. Fig. 1). Es wird also eine neuc Konformation des Enzyms mit 
veranderter Spezifitat gebildet. Die FDP-Aktivitat des Enzyms im Harnstoffmilieu 
konnte nur zu 1/5 (10y0/50y0) auf der Anwesenheit von nativem Protein beruhen. 
Daher scheint uns zur Erklarung des Substratschutzes die Annahme am wahrschein- 
lichsten, dass der Aldolase-Substrat-Komplex bei der Einwirkung des Harnstoffs eine 
seine Aktivitat weniger beeintrachtigende Veranderung seiner Konformation erleidet 
als das nicht mit dem Substrat verbundene Fermentprotein. Es kann hier auch an die 
Theorie des ((induced fit H von KOSHLAND [16] erinnert werden, nach der die aktive 
Konformation des Fermentproteins uberhaupt erst durch Anlagerung des Substrats 
entsteht, also durch das letztere mitbestimmt wird. Es ist durchaus moglich, dass 
im vorliegenden Fall die Konformation der Aldolasemolekel durch Anlagerung des 
FDP oder F-1-P bis zu einem gewissen Grade fixiert und dadurch gegen die Einwir- 
kungen des Harnstoffs weniger empfindlich wird. LUMRY & EYRING [17] nehmen an, 
dass ein sog. (( Iieaktionssegment )) existiert, welches diejenigen Teile der Protein- 
moleltel umfasst, die an der Bildung des aktivierten Zustandes fur eine gegebene 
Reaktion teilnehmen. Der Schutz durch Substrate gegen eine Denaturierung ware 
gemass dieser Vorstellung dadurch zu erklaren, dass das Keaktionssegment fur die 
Konformationsanderung mit dem Reaktionssegment fur die enzymatische Funktion 
einige, moglicherweise alle, Gruppen gemeinsam hat. Eine Schutzwirkung der Sub- 
strate gegen die denaturierende Wirkung des Harnstoffs wurdc bei anderen Enzy- 
men mehrfach beschrieben [18]. 

Eindeutig ist bei der MALD die Einwirkung des Substrates auf die Dissoziation 
des Proteins in Untereinheiten zu erkennen. Ohne Substratzusatz dissoziiert die MALD 
in einer Harnstofflosung, welche zusatzlich 0 , 2 ~  an NaCl ist, vollstandig in die Unter- 
einheiten. Bei Zusatz von F D P  beobachtet man, dass bei der Sedimentation zwei 
Gipfel auftreten (6,4 S und 2 , l  S). Man kann unter gewissen vereinfachendcn Bedin- 
gungen die Theorie der Sedimentation von Systemen entwickeln, deren makromole- 
kulare Komponenten miteinander in Wechselwirkung stehen 1191. Bilder wie in Fig. 2 
konnen entstehen, wenn ein Gleichgewichtssystem folgender Art vorliegt : A,  2 nA,  
wobei n > 2 sein muss und Dimere als Zwischenprodukte ausgeschlossen sind. Fur  
n = 2 oder bei Vorkommen von Dimeren als Zwischenprodukte bildet sich nur ein 
Gradient. Das abgebildete Sedimentationsdiagramm kann dahin interpretiert wer- 
den, dass bei Gegenwart des Substrats Untereinheiten und Trimere miteinander im 
Gleichgewicht vorkommen. Das Gleichgewicht der Dissoziation des Enzym-Substrat- 
Komplexes in Untereinheiten liegt starker auf der Seite des undissoziierten Trimeren 
(was sich im Auftreten des zweiten, schnelleren Gipfels aussert), als es der Fall ist bei 
der Dissoziation des Proteins ohne Substratzusatz. 

Die Konformation, die das Enzym in 4 M Harnstofflosung unter Substratzusatz 
annimmt, bewahrt also nicht nur eine hohere Restaktivitat (s. oben), sondern ist auch 
resistenter gegen Zerfall in Untereinheiten als die Faltungsisomeren, die sich in 4~ 
Harnstofflosung ohne Substratzusatz bilden. 
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Wie Fig. 3 zeigt, wird ein Teil des Enzyms bei Gegenwart von Harnstoff irrever- 
sibel inaktiviert. Dieser nicht mehr reaktivierbare Anteil des Enzyms wird zum 
grossten Teil wahrend der raschen, ersten Phase der Denaturierung gebildet und 
nimmt nachher nur langsam zu. Der erste, rasch erfolgende Verlust an reaktivier- 
barer Aktivitat muss durch die nur partiell mogliche Umkehr der ersten, raschen 
Konformationsanderung bedingt sein, da die zweite Konformationsanderung zu lang- 
sam verlauit, urn in der kurzen Zeit zu dem beobachteten Verlust an reaktivierbarer 
Aktivitat zu fiihren. Die weitere, langsame Abnahme der reaktivierbaren Aktivitat 
ist auf die nur teilweise mogliche Reversibilitat der fortschreitenden zweiten Konfor- 
mationsanderung zuriickzufiihren. 

Der Verlust an reaktivierbarer Aktivitat wahrend der ersten und zweiten Phase 
der Konformationsanderung kann bei der Denaturierung und wahrend der Reakti- 
vierung eintreten : Wahrend der Denaturierung kann sich eine Population von einan- 
der ahnlichen Faltungsisomeren bilden, von der ein Teil bei Verdunnung des Harn- 
stoffs nicht mehr reaktivierbar ist. Analog kann sich bei der Ruckreaktion, der Reak- 
tivierung durch Verdiinnung des Harnstoffs, aus einem einheitlichen Entfaltungs- 
produkt eine Population von Faltungsisomeren bilden, von der nur ein Teil die Kon- 
figuration des nativen Enzyms besitzt, wahrend der Rest eine weniger aktive oder 
inaktive Konfiguration aufweist. 

Die LALD zeigt nach Reaktivierung dasselbe Verhaltnis der FDP- zur F-1-P- 
Aktivitat wie das native Enzym. MALD, die nach Dissoziation in Untereinheiten 
wieder regeneriert wurde, l a s t  sich mit physikalisch-chemischen und immunologi- 
schen Methoden nicht vom urspriinglichen, nativen Protein unterscheiden [l]. Die 
beobachtete Restitution des spezifischen Aktivitatsverhaltnisses ist ein weiteres Indiz, 
dass sich nach Entfernen des denaturierenden Agens das Enzym wieder in die Kon- 
formation des nativen Zustandes zuriickfindet. 

Zusammenfassend l a s t  sich die Denaturierung der Aldolasen durch 4 M Harnstoff 
mit folgendem Schema darstellen : 

rasch langsam 
Natives -+ metastabile, -, starker entfaltete, inaktive Formen 

partiell aktive Form(en) f ------ Enzym + 

V 11 
Untereinheiten (inaktiv 2 )  2 T - z .  starker entfaltete Formen 

Die punktierten Pfeile zeigen keine Gleichgewichtsreaktionen an. Sie deuten an, dass die 
Reaktion nach Entfernung des denaturierenden Agens z. T. reversibel ist. 

Die Frage, ob die Untereinheiten enzymatisch aktiv sind, kann anhand der bisher 
bekannten Daten nicht entschieden werden. 

DRECHSLER u. Mitarb. [20] und SPOLTER u. Mitarb. [21] kamen auf Grund kine- 
tischer Untersuchungen zum Schluss, dass FDP und F-1-P bei beiden Aldolasen 
durch das gleiche aktive Zentrum angegriffen werden. Versuche iiber die Substitution 
bestimmter Gruppen der Aldolasen (Behandlung mit l-Dimethylamino-naphtyl-5- 
sulfonylchlorid (((Dansylchlorid D) und Acetylierung mit Acetylimidazol fiihrten uns 
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zum gleichen Schluss [22]. Die Tatsache, dass F-1-P die FDP-Aktivitat gegen Inakti- 
vierung durch Harnstoff ebensogut schutzt, wie FDP selbst, spricht ebenfalls dafur, 
dass die beiden Substrate mit dem gleichen aktiven Zentrum reagieren. 

Allerdings wird in 4 M Harnstofflosung die F-1-P-Aktivitat der LALD in wesent- 
lich starkerem Ausmass herabgesetzt als die FDP-Aktivitat. Dies bedeutet, dass die 
Konformationsanderung des Fermentproteins sich in ungleicher Weise auf die Spal- 
tung der beiden Substrate auswirkt. Wir vermuten, dass dieser Unterschied auf die 
durch ihre Struktur bedingte, verschiedenartige Bindung des F-1-P und des FDP 
zuruckzufuhren ist (eine, bzw. zwei Phosphatgruppen). 

In Homogenaten von Leberpunktaten von Patienten mit hereditarer Fructose-In- 
toleranz erweist sich die F-1-P-Aktivitat ebenfalls als wesentlich starker herabgesetzt 
als die FDP-Aktivitat (vgl. Tabelle). 

d ktivitat der Aldolasen an Fallen von Fructuose-Intoleranz. bezogen auf die nzittleven A ktivitaten an 
der normalen menschlichen Leber 

(in der letzteren ist das Verhaltnis F-1-P-Aktivitat zu FDP-Aktivitat ungefahr = 1). 

WOLF & FROESCH HERS & JOASSIN NIKXILA u. Mitarb. 

Fall I Fall I1 
~ 3 1  1241 ~ 5 1  

F-1-P-Aktivitat 8 13 4 0% 
FDP-Aktivitat 50 85 25 10% 

Vergleicht man diese Befunde mit den Aktivitatsbestimmungen der LALD in 
4a1 Harnstoff (10% F-1-P-, 50% FDP-Aktivitat, vgl. Fig. 1) findet man recht gute 
relative und, mit den Resultaten von WOLF Clr FROESCH, auch absolute Ubereinstim- 
mung [23]. Das fur die hereditare Fructose-Intoleranz typische Aktivitatsverhaltnis 
kann also in vitro durch eine Konformationsanderung des reinen Enzymproteins 
phanokopiert werden. Die Befunde bei der hereditaren Fructose-Intoleranz zwingen 
also nicht zur Postulierung von zwei Leberaldolasen [23] oder einer pathologischen 
Persistenz eines fetalen Enzyms [24], sondern konnten auf einer mutationsbedingten 
Konformationsanderung der Leberaldolase beruhen. 

Dic vorliegende Arbeit wurde mit Hilfe des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS FUR WISSEN- 

SCHAFTLICHE FORSCHUNG durchgefuhrt, dem wir fur seine Unterstiitzung bestens danken mochten. 

SUMMARY 

1) Muscle and liver aldolase from rabbit are reversibly inactivated in 4111 urea at 
pH 7,6, without being split into sub-units. At the same pH value muscle aldolase, but 
not liver aldolase, dissociates into three sub-units, if the ionic strength is increased 
by the addition of NaCl to a final concentration of O , ~ M .  At pH 5,5 and low ionic 
strength (in the absence of NaC1) both aldolases dissociate into sub-units. 

2) The denaturation of both aldolases iii 4bI urea proceeds in two steps : in a first 
rapid phase, a metastable, partially active intermediary product is formed, which is 
transformed, in a second phase, into the inactive product. No evidence for an equi- 
librium between native and denaturated aldolase molccules has been obtained ; the 
denaturation seems to be a? all or n o x  reactioii. Botli phases of denaturation may 
partially be reversed by decreasing the concentration of urea. 



Volumen 48, Fasciculus 7 (1965) - No. 168 1555 

3 )  The metastable intermediary product obtained by denaturation in the presence 
of fructose-l,6-diphosphate or fructose-1-phosphate has a higher activity than the 
one obtained in the absence ot these substrates. 

4) The dissociation into sub-units proceeds via the metastable intermediary pro- 
duct. The dissociation is an equilibrium reaction, fructose-l,6-diphosphate shifting 
the equilibrium in favour of an undissociated metastable trimer. 

5 )  4 M  urea decreases the activity of liver aidolase towards fructose-1-phosphate 
much more than that towards fructose-l,6-diphosphate. The ratio of activities 
towards the two substrates, typical for hereditary fructose intolerance, may thus 
be copied in vitro by a conformational change of the enzyme. 

Aus dem Biochemischen Institut 
der Universitat Zurich 
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