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32, Uber die Reaktion der Muskel- und Leber-Aldolase mit
«Dansylchlorid» und Acetylimidazol
Uber Aldolasen, 7. Mitteilungl)

von A. Schmid, Ph. Christen und F. Leuthardt
{7. X. 63)

Nach den Versuchen von HORECKER (1] bilden bei der MALD#) zwel Lysinreste
pro Molekel mit Dihydroxyaceton-phosphat eine ScHIFF'sche Base, die durch Reduk-
tion mit Natriumborhydrid zum entsprechenden Glvcerinderivat stabilisiert werden
kann. Kirzlich haben Morsk und Mitarb. [2] gezeigt, dass LALD ebenfalls mit zwei
Molekeln Dihydroxyvaceton-phosphat reagiert. Die reduzierte ScHIrF'sche Base ist
inaktiv. Die Lysinreste scheinen also direkt den aktiven Zentren anzugehéren; die
Bildung einer ScuIFF'schen Base stellt demnach cinen Schritt im Ablauf des enzymati-
schen Reaktionsmechanismus dar.

Bei Behandlung mit Carboxypeptidase A vetliert die MALD drei Tyrosinreste und
die FDP-Spaltungsaktivitit fillt auf ungefilir 5°, des urspriinglichen Wertes ab [3].
Die LALD verliert unter Carboxypeptidase-Behandlung 1 bis 2 Tyrosinreste und
ihre Aktivitit gegeniiber FDP und F-1-P wird nur auf ungefihr die Hilfte herab-
gesetzt {4].

Die chemische Modifikation von Proteinen durch Substitution einzelner Amino-
sdurereste hat sich bei verschiedenen Enzymen als eine wertvolle Methode erwiesen,
um Aufschliisse {iber das aktive Zentrum und den Reaktionsmechanismus zu ge-
winnen. In der vorliegenden Arbeit berichten wir itber Versuche, die als funktionell
wichtig erkannten Reste, d.h. die erwiihnten Lysin- und Tyrosin-Reste, mit gruppen-
spezifischen Reagentien zu substituieren. Wir verwendeten hierzu 1-Dimethyl-
aminonaphtyl-5-sulfonylchlorid, (im folgenden als «Dansylchlorid» bezeichnet), das
mit den frefen Aminogruppen und phenolischen Hydroxvlgruppen von Aminosduren
und Peptiden reagiert [5]. Das Reagens erlaubt also, spezifisch die e&-Aminogruppen
der Lysinrveste und die Hydroxylgruppen der Tvrosinreste zu substituicren. Dansyl-
chlorid zeigt im ultravicletten Licht eine starke Fluoreszenz. Ein anderes Reagens,
das Acetvlimidazol, bietet die Moglichkeit, selektiv die Hvdroxvlgruppen der
Tyrosinreste zu acetvlieren, wie dies von SiMpsox und Mitarb, bei der Carboxy-
peptidase A durchgefithrt worden ist [6]. HoReECKER und Mitarb. {7} haben kiirzlich
v ersuche uber dle CRemISCne MOMIKATION Aer MA LL MIT LNOTo- WA F IU0To-ainiiro-
benzol mitgeteilt.

Material. — e«Dansylchloridy (1-Dimethylaminonaphtyl-3-sulionyichiorid} wurde von der
Brririse Druc Houses L1p., Poole, England, bezogen. Carboxvpeptidase 1 aus Rinderpankreas
bezogen wir ais mit Diisopropyl-fluorophosphat behandeltes, dialysiertes und rekristallisiertes

1 5. und 6. Mitfeilungen [11].
2} MALD = Muskelaldolase, LALD = ILeberaldolase, FDP = Fructose-1,6-diphosphat, I’-1-P
= Fructose-1-phosphat.
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Priparat von der Sicma CHeEmIcaL CoMpany, St. Lours, USA. dcetylimidazol wurde nach der
Methode von Bover [8] hergestetlt und bei — 30° liber CaCl, aufbewahrt. Hydroxylamin wurde
aus dem Hydrochlorid nach LecaEr & Hormann [9] gewonnen und bei —30° iiber CaCl, auf-
bewahrt. FDP, F-7- P als Natriumsalze und Fruclose-6-phosphat als Bariumsalz, welches vor Ver-
wendung mit Amberlite IR 120 in die freie Siure iibergefiihrt wurde, hezogen wir von BOEHRINGER,
Mannheim. Glycerinaldshyd-phosphal wurde von BOEHRRINGER als Bariumsalz des Didthylacetals
bezogen, welches vor seiner Verwendung mit Dowex-50 in die freie Siure tibergefiihrt, bei pH 2-3
und 40° wihrend 48 Std. hydrolysiert und anschliessend mit verdiinnter NaOH auf pH 7,6 ge-
bracht wurde. Dikvdroxyaceton-phosphat wurde als Di-cyclohexylammoniumsatz des Dimethyl-
ketals chenfalls von BoeERRINGER Dezogen und nach der Methode von BarLrou & FiscHer [106]
ins freie Dihydroxyaceton-phosphat aberfiihrt.

Die iibrigen Substanzen waren von derselben Herkunft, wie sic in ciner vorangehcnden Arbeit
angegeben wurde [1173),

Methoden, — Dic Aldolaseaktivitit und die Profeinkonzentrafion bestimmten wir, wie in frit-
heren Arbeiten angegeben, nach der Methode von Racker [12] und BEisENHERZ und Mitarb. {13].
[ optischen Test verwendeten wir die Cyclohexylammoniumsalze von TDP und F-1-D.

Reahtion der Aldolasen mit Dansylchlorid. Ein 10 mg Protein entsprechendes Volumen einer
Suspension kristalliner Aldolase in 2mM Ammoniumsulfatlosung wurde zentrifugiert und das Sedi-
ment in 2 ml 0,15 NaCl geldst. Auf eciner mit 0,1~ NaCl dquilibrierten Sephadex G-25-Siule
{40 ml) wurde das Protein vom Ammoniumsulfat getrennt und anschliessend mit 0,15 Na(l auf
ein Volumen von 5,0 ml gebracht. Das. Reaktionsgefdss wurde auf einer Temperatur von 20° ge-
halten. Das pH wurde mit 0,28 NaOH auf 8,0 gebracht und 5 mg Dansylchlorid in Substanz
zugegeben. Dicse Menge cntspricht cinem 1,6fachen motaren Uberschuss, bezogen auf den Total-
gehalt an substituierbaren Gruppen der Aldolasen {Lysin- und Tyrosin-Reste nach Angaben von
RutTER und Mitarh. {14]. Die Losang wurde wihrend der ganzen Dauer des Versuches im pH-
Stat mit 0,2x NaOH auf pH 8,0 gehalten und mit einem Magnetriihrer intensiv geriithrt. Zur
Aktivititsbestimmung wurde zu bestimmten Zeiten ein aliquotes Volumen entnomnien,

Die Acetylierung der Aldolasen erfolgte im wesentlichen nach der Methode, wie sic von Sime-
soN und Mitarb. [6] bei der Carboxypeptidase angewandt worden war. Als Puifer diente 0,02m
Na-Veronal in 0,1 M NaCl, pH 7,5. Die iibrigen Bedingungen waren dieselben wie fiir diec Reaktion
mit Dansylchlorid. 3,5 mg Acetylimidazol warden in Substanz zugegeben. Diesec Menge entspricht
einem 12-fachen molaren Uherschuss, bezogen auf dic Gesamtzahl der Tyrosinreste der Aldolasen
{14]. Die Halbwertzeit des spontan hydrolysierenden Acetylimidazols betrigt unter den gegebenen
Bedingungen 113 Min. (Bestimmung mit Hydroxylamin und FeCl, [15]).

Zur Deacetylierung der acetylicrten Aldolasen wurden 400 mg Hydroxylamin in 200 gd Puffer
geldst und nach Awnfhéren der Blasenbildung in die Reaktionslésung einpipettiert,

Die Carboxypeptidase wurde bei 3° in 10-proz. LiCl geldst. Von dieser Lasung wurde ein dem
Gewichtsverhiltnis Aldolase: Carboxypeptidase = 10(:1 cotsprechendes Volumen in dic Reak-
tionslésung einpipetticrt.

Resultate und Diskussion. — 1. Substitulion der Aldolasen mit Duansylchiorid.
Fig. 1 und 2 zeigen den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung withrend der Substitution
der MALD und der LALD mit Dansylchlorid. Nach einer Latenzperiode von ungeféhr
M Min | dia weabheerhioinlioh dueel 21z 0 0gwte Shiguug des Tveah UULGEEISCIES
mit dem schlecht wasserlgslichen Dansyvlchlorid bedingt ist, werden beide Aldolasen
rasch inaktiviert. Kontrollversuche zeigten, dass die Aldolasen ohne Zusatz von
Dansylchlorid unter den gegebenen Bedingungen tiber 6 Std. ihre volle Aktivitit bei-
behalten. Die MALD wird wesentlich rascher inaktiviert als die LALD. Bei der In-

aktivierung der LALD kdnnen deutlich zwei Phasen unterschieden werden: einem

3) Die spezifischen Aktivititen der Aldolase wurden in friheren Mitteilungen [11] auf ¢in halbes
Mol Substrat bezogen, sind also um den Faktor 2 zu hoch.
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raschen Abfall der Aktivitit auf ungefdhr 30%, des Anfangswertes folgt eine lang-
samere Inaktivierungsphase. Bei der Hydrolyse des dansylierten Enzyms mit Trypsin
und Auftrennung der Peptide durch kombinierte Papier-chromatographie und -elek-
trophorese [16] erhilt man 20-25 fluoreszierende Flecke. Es werden also ausser den
beiden dem aktiven Zentrum angehdrenden Lysinresien noch andere Aminosduren
substituiert.
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VFig. 1. Inaktivierung der Muskelaldoluse durch Substitubion mit Dansvichiorid
Reaktionsbedingungen siche unter Methoden, Dic Spaltungsaktivitat gegen FDP ist in Prozent
der Ausgangsaktivitit aufgetragen.
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Fig. 2. Inaklivierung der Leberaldelase duvch Substitution mit Dansyichiorid
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Die Substitution, gemessen an der Inaktiviernng des Enzyms folgt einer Kinetik
pseudo-erster Ordnung, wie dies bei verschiedenen Enzymen beobachtet worden ist
(vgl. z. B. Hirs und Mitarb. {17]). Wir nehmen an, dass die Tnaktivierung im wesent-
lichen durch die Substitution der beiden kritischen e-Aminogruppen bedingt wird,
und dass die Substitution weiterer Reste entweder die Aktivitit nicht beeinflusst,
oder erst nach der Reaktion der beiden fir die Bindung des Substrats verantwort-
lichen e-Aminogruppen erfolgt.
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Bei Zusatz von Substrat in Sittigungskonzentration?) ist die Inaktivierung we-
sentlich verzdgert. Itn Fall der LALD erweisen sich Dihydroxyaceton-phosphat und
3-Phosphoglycerinaldehyd als ebenso wirksame Hemmstoffe wie FDP und F-1-P.
Fructose-6-phosphat in derselben Konzentration wie FDP hemmt die Inaktivierung
nicht.

Die Kinetik erster Ordnung wird auch bei Gegenwart des Substrats beibehalten
{Fig. 1 und 2). Die Interpretation der Resultate wird dadurch kompliziert, dass das
Enzym zwei aktive Zentren enthilt, die mit dem Dansylchlorid und dem Substrat
in verschiedener Weise reagieren kénnten. Wir vermuten aber, dass die beiden Bin-
dungsstellen funktionell identisch sind.

Die Tatsache, dass die Aktivitiat der LALD gegen FDP und gegen F-1-P wihrend
des ganzen Fortschreitens der Substitution in gleichem Masse herabgesetzt wird, be-
stiitigt die Annahme, dass die beiden Substrate an den gleichen aktiven Stellen ge-
spalten werden. Die enzymatische Aktivitit des Enzyms bei gleichzeitiger Gegenwart
beider Substrate fihrt zur selben Schiussfolgerung {3] [18].

2. Substitubion der mil Carboxypeptidase A vorbehandelten Aldolasen mit Dansyl-
chilorid. Durch Inkubation mit Carboxypeptidase A wird die Aktivitit der MALD
gegen FDP auf 4-5% herabgesetzt, die Aktivitit der LALD gegen FDP wird auf
ungefihr 40%,, die gegen F-1-P auf ungefihr 45%, herabgesetzt. Die Aktivitdtsver-
luste treten innert 10 Min. ein und bleiben bei fortgesetzter Inkubation mit Carboxy-
peptidase iiber 6 Std. konstant. Wenn man zu den Aldolasen, die 30 Min. mit Carboxy-
peptidase vorinkubiert worden waren, Dansylchlorid zugibt und die Aktivitit des
vorbehandelten Enzyms = 1009, setzt, so zeigen die resultierenden Inaktivierungs-
kurven ungefihr denselben Verlanf wie im Falle der Substitution der unverinderten
Enzyme {vgl. Fig. 1 und 2).

Eine Substitution der Carboxyl-endstédndigen Tyrosinreste scheint demzufolge
nicht wesentlich an der Inaktivierung durch Dansylchlorid beteiligt zu sein. Insbe-
sondere ist sie nicht die Ursache des zweiphasischen Verlaufes der Inaktivierung der
LALD.

3. Acetylierung der Aldolasen mit Acetylimidazol. Die Acetylierung mit Acetyl-
imidazol bei pH 7,5 hat den gleichen Effekt wie die Carboxypeptidase-Beliandlung

4) Die bei den Versuchen verwendeten Substratkonzentrationen und die zugrunde liegendcen
MicHAELIS-Konstanten sind aus der folgenden Tabelle ersichtlich:

Aldolase Substrat K, (M} Endkonzentra-
tion im Realk-
tionsgemisch (M)

AT kel roa an e oraan - a an
abmsamans > oara WL aw L] v, av

F-1-P 1,2-1072 [14] 1,2-10-1
LALD FDP 2,3 1078 [15] 2,3- 103

5 -10-7[11]

F-1-P 8,7 - 101 [14] 8,5 10-3
6 -10—4[11]

Glycerinaldehyd- 3 - 1074 [14] 3 -107?

phasphat

Dihydroxyace-

ton-phosphat 4 -10-1[14] 4 -10-8
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(vgl. Fig. 3A mit 3B, 4A mit 4B). Die Aktivitit mit Carboxyvpeptidase vorbehandelter
Aldolasen wird durch die Acetylierung nicht becintrachtigt. Die Inaktivierung scheint
also durch die Acetylierung der Carboxvl-endstindigen Tyrosinreste zustande zu

kommen.
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Fig. 3. dcetylierung von Muskeialdolasc. Reaktionsbedingungen siche unter Methoden. Iie FII-
spaltungsaktivitit ist in Prozent der Ausgangsaktivitiit anfgetragen.
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Fig. 4. Acelviiering von Leberaldolase
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4A: Acetylievung mit Acetyvlimidazol (Ac-1) und nachfolgende Deacetylierung durch Hydroxyl
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4B: Inkubation mit Carboxyvpeptidase A, anschliessemdd Acetylierung und Deacetylierung
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Die Tatsache, dass sowohl die Abspaltung der Carboxyl-endstindigen Tyrosin-
reste als auch deren Acetylierung die enzymatische Aktivitit gleichermassen beein-
flussen, spricht fiir eine direkte Beteiligung der C-terminalen Tyrosinreste am aktiven
Zentrum des Enzyms. Es ist allerdings noch die zweite Moglichkeit denkbar, dass die
Abspaltung oder die Substitution der fraglichen Tyrosinreste zu einer Konformations-
dnderung der Peptidkette unter teilweisem Verlust der Enzymaktivitit fithrt. Doch
scheint uns diese zweite Moglichkeit weniger wahrscheinlich als die erste.

Durch Deacetylierung mit Hydroxylamin ist es mdéglich, die inaktivierten,
acetylierten Aldolasen partiell (70-80°/, der Ausgangsaktivitiit) zu reaktivieren.

Diese Arbeit wurde mit Unterstittzung des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS FUR WISSEN-
SCHAFTLICHE FORSCHUNG ausgefiihrt, dem wir {iir die Hilfc bestens danken.

SUMMARY

1) Muscle and liver aldolase are inactivated by reaction with ““Dansyl chloride™
{1-dimethylaminonaphtyl-5-sulfonyl chloride). Inactivation is inhibited by the
presence of substrates. The inactivation follows first-order kinetics both in the absence
and in the presence of substrate.

2) The activities of liver aldolase towards fructose-1, 6-diphosphate and fructose-1-
phosphate are decreasing during the reaction at the same rate. Obviously the two
substrates are split at the same active site.

3) Acetylation of both aldolases by acetylimidazole imitates the effect of the
treatment with Carboxypeptidase A. By deacetvlation with hydroxylamine the
enzymes are reactivated to 70-80%, of the initial activity.

Biochemisches Institut
der Universitit Ziirich
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33, Sur quelques dérivés de la morphanthrinone
par Louis Chardonnens et Giacomo Gamba
{7. X. G3)

Il a été montré récemment [1] que acylation du bromo-4-xyléne-1,2 (I) se fait
en position 3. La condensation du chlorure de I'acide fluorénone-carboxylique-1 (II)
avec le bromo-4-xyléne-1,2 devait donc donner, de maniére semblable, la (diméthyl-
4',5'-bromo-2'-benzoyl)-1-fluorénone (ITI) et la cvclisation de celle-ci, p. ex. par éli-
mination d'acide bromhydrique, le diméthyl-2, 3-dioxo-11,12-dihydro-11, 12-indéno-
[2,1-a]fluoréne (IV) (diméthyl-2, 3-endo-cis-fluorénaphéne-dione en nomenclature
abrégée [2]). La condensation de II sur I se fait normalement, bien qu'avec quelques
difficultés, et I'on obtient la cétone IIT avec un rendement médiocre de 46%, dela
théorie. Les tentatives d'une cvclisation directe utilisant 1'action en autoclave d'une
solution aqueuse de soude caustique en présence de quinaléine [3! ayant échoué, nous
avons essayé d'échanger d'abord le brome contre le groupe aminé; I'amine attendue V
aurait ensuite donné, par la méthode bien connue qui conduit des o-amino-benzo-
phénones aux fluarénones [4], la diméthyl-2, 3-endo-cis-fluorénaphene-dione (IV). En
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