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Nach den Versuchen von HORECKER ;1? bilden bei dec K4LD 2, zwei Lysinrestr 
pro Molekel mit Dihydroxyaceton-phosphat eine SCHIFF'sChe Rase, die durch Keduk- 
tion rnit Natriumborhydrid zum entsprechenden Clycerinderivat stabilisiert werden 
kann. Kiirzlich haben MORSE und Mitarb. [Z] gezeigt, dass LALD ebenfalls rnit zwei 
Molekeln Dihydros!.aceton-phosphat reagiert, Die reduzierte !kHIl~F'scht' Base kt 
inaktiv. Die Lysinreste scheinen alstl direkt den aktivcn Zentren anzugehoren ; die 
Bildung einer ScHIFF'schen Rase stellt demnaclr &en schritt im Ablauf des enzpa t i -  
schen Rertktittnxneehtrtisrnus dar . 

Bei Behandlung rnit Carbosypeptidase A \+erliert die XILD drei Tyrosinreste und 
die FDP-Spaltungsaktivitat fallt auf ungefalrr 5*, des urspriinglichen It'ertes ab [3]. 
Die LALD verliert unter Carboxypeptidase-Behandlung 1. bis 2 Tyrosinreste und 
ihre Aktivitat gegeniiber FDP und F-1-P wird nur auf ungefahr die Halfte herab- 
gesetzt 141. 

Die chemische Modifikation \-on Proteinen durch Substitution cinzelner Amino- 
saurereste hat sich bei verschiedenen Enzymen als eine wertvolle Methode erwiesen, 
urn Aufschliisse uber das aktive Zentrum und den Reaktionsrnechanismus zu ge- 
winnen. In  der vorliegenden Arbeit herichten wir uber Versuche, die als funktionell 
wichtig erkannten Reste, d.h. die envahnten Lysin- und Tyrosin-liestc, rnit gruppen- 
spezifischen Keagentien zu substituieren. Wir verwendeten hierzu 1-Dimethyl- 
aminonaphtyl-5-sulfonyIchlnrid, (im folgenden als tDansylchlorid )) bezeichnet), das 
rnit den freien Aminogruppen und phenolischen Hydrosylguppen von ,4minosLuren 
und Peptiden reagiert [5]. Das Reagens erlaubt also, spezifisch die a-.4minogruppcn 
der Lysinreste und die Hydroxylgruppen der Tyrosinreste zu substituieren. Dansyl- 
chlorid zeigt irn ultravioletten Licht eine starke Fluoreszenz. Ein anderes Reagens, 
das Acetylimidazol, bietet die Moglichkeit, selektiv die Hy-drosylgruppen der 
Tyrosinreste zu acetylieren, wie dies von SIMPSOS und Mitarb. bei der Carboxy- 
peptidase A durchgefuhrt worden ist [6j. HORECKBR und Mitarb. !7] haben kiirzlich 
\I ersucne UDer m e  cnemiscne ivioamwrion aer MKLU mrr Lnioro- iinu r iuoro-diriirro- 
benzol mitgeteilt. 

~~ ~ 

Material. - aUansylckloridu (l-Uiillcthylaminonaphtvl-j-sullon)-lchiori~~ wurtle von dcr 
BRITISH DRUG Houses LTD., Poole, England, bezogen. Caubon-vpeptidasa .4 aus Rinderpankreas 
bezogen wir als mit Diisopropyl-fluorophosphat bchandeltes, dialysicrtes uncl rckristallisiertcs 

I) 5. und 6. Mitteihmgen [ll]. 
5) MALD = Muskelaldolase, L.4I,D = T,eberaldoIasr, F L ) P  = Fructose-1, 6-diphosphat, 1;-1-P 

= Fructosc-1-phosphat. 
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Praparat von der SIGMA CHEMICAL COMPANY, St. Lours, USA. Ace~ylirnidarol wurtle nach der 
Methode von BOYER [S] hergesteilt und bei - 30" uber CaCl, aufbewahrt. Hydvoxylamin wurde 
aus dem Hydrochlorid nach LECHER & HOFMANN [9] gewonnen und bei -30" iiber CaCI, auf- 
bewahrt. FDP. I;-f - P  als Natriumsalze und FrEtctose-6--phosphal als Bariumsalz, wclches vor Ver- 
wendung mit hmbedite IR 120 in die freie Saure iibergefuhrt wurde, bezogen wit yon BOEHRINGER, 
Mannheim. GI~~ccriaaEd6hyd-phosphal wurde yon BOEHRINCER als Rariumsalz dcs Diathylacetals 
bezogen, ivelches vor seiner Verwendung mit Dowex-50 in dic freie Skurc iibergefiihrt, bci yN 2-3 
und 40' wahrend 48 Std. hydrolysiert und  anschliessend mit verdiinnter NaOH auf pH 7,6 gc- 
bracht wurde. ~ihv~vuxyace lo~-pkosPhof  wurde als Di-cvclohexylammoniumsalz des Dimcthyl- 
kctals cbenfalls von BOEHRINGER bezogen und nacli der Mcthade von BALLOU L FISCliER [ lo ]  
ins freie Dihydroxyaceton-phosphat ubcrfiihrt. 

Die iibrigen Substanzen waren yon derseIben Herkunft, wie sic. in cincr vorangehcntlcn Xrbcit 
angegeben wurdc [11]*). 

Methoden. - L)ic .4ldoleseaR~iuiliil und die Prolei~alkowsentvuidon bcsttimmtcn wir, wic in frii- 
heren Arbeiten angegebcn, nach der Methode von RACKER [lZ] und BE~SENHERZ und Mitarb. {13]. 
lm optischen Test verwendatcn wir die Cyclohexylammoniumsalze von FDP und F-1-1'. 

Iteaklion dev Aldolaseii mif  Dansykhlovid. Ein 10 mg Protein entspreclicndcs \'oIumcn uincr 
Suspension kristallincr Xldolase in 2 M hmmoniumsulfatlosung wurde zcntrifugiert und das Sedi- 
ment in 2 rnl 0.1 ~j NaCl geliist. Auf ciner mit 0,l N XaC1 aquilibriertcn Sephaclcx G-25-S;iuic 
(40 ml) wurde das Protein vom Amrnoniumsulfat gctrennt unrl anxhliesscnd rnit 0.1 N NaCl auf 
ein Volumen von 5,O ml gcbracht. Das Reaktionsgefiiss wurde auf einer Temperatur von 20" ge~- 
halten. Das pH wurde rnit 0.2N NaOH auf 8.0 gebracht und 5 mg Dansylchiorid in Substanz 
zugegebcn. Diese Menge cntspricht cincm I ,6fachcn molarcn Uberschuss, bczogcn aul dcn Total- 
gchalt an substituiorbaren Gruppcn der hldolascn (lysin- und Tyrosin-Rate nach dingaben \-on 
RUTTER und Mitarb. [14]. Die Losung wurde wahrend der ganzcn Dauer des Vcrsuches im pH- 
Stat mit U,ZN NaOH auf p H  8.0 gehalten und mit einem Magnetriihrer intensiv geriihrt. Zur 
Aktivitatsbestimmung wurde zu bestimmtcn Zeiten cin aliquotes Volumcn cntnomnwn. 

Die Acetylnsvrrng deu Akiolaserz erfolgte im wcscntlichcn nacli der Methode, wic 5Ic vun SIMP- 
SON und Mitarb. /6]  bci der Carboxypeptidase angewandt wordcn war. Als Puffer dientc 0 , W n r  
Na-Verona1 in 0,l M NaCl, pH 73. Die iibrigcn Bedingungen waren dieselben wie fiit dic Reaktion 
rnit Dansylchlorid. 3,s mg Acetylimidazol wurden in Substanz zugegeben. Iliesc Menge cntspricht 
einem 12-fachcn molaren uberschuss. bezogen auf die Gesamtzahl der Tyrosinrestc dcr Xldolasen 
(141. Die Walbwertzeit des spontan hydrolysierenden Acetylimidazols betragt untcr den gegebcncn 
Bedingungen 113 Min. (Bestimmung mit Hydroxplamin uncl FeCI, [15j). 

Zur Deacetylierwng der acetylicrten Aldolasen wurden 440 mg Hydroxylamin in 200 ,id Puffer 
grlost und nach AufhBren der Blasenbildung in die Reaktionslbsung einpipcttiert. 

Die Curbonypeppfiduse wurde bei 3" in 10-proz. LiCI gelost. Von dicser W u n g  wurde ein dcm 
Cewichtsverhaltnis Aldolase: Carboxypeptidase = 100: 1 cntsprechcndcs Volumcn in dic Hcak- 
tionsliisung einpipettiert. 

Resultate und Dfskussion. - 1. Substitution der &dolasela rnd Ikznnsykhlorid. 
Fig. 1 und 2 zeigen den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung wahrend der Substitution 
der MALD und der LALD mit Dansylchlorid. Nach einer Latenzperiode von ungefaihr 

rnit dem schlecht wasserloslichen Dansvlchlorid bedingt ist, werden beide Aldolasen 
rasch inaktiviert. Kontrollversuche zeigten, dass die Aldolasen ohne Zusatz von 
DansyIchIorid unter den gegebenen Bedingungen uber 6 Std. ihre volle Aktivitat bei- 
behalten. Die MALD wird wesentlich rascher inaktiviert als die LALD. Bei der In- 
aktivierung der LALD konnen deutlich zwei Phasen unterschieden werden : einern 

. .  C.. . , . . - . .  70 Mi,., , .,,,,hv~.pL,.;..l:-L J.--..L 2:- .--.. .. 
. ..._ ____-_- --- , ~ . I L I Y ~ ~ . I  k. dabusuil& UC3 ~ ~ G ~ ~ L l U l l ~ ~ l l l l ~ ~ ~ ~ S  

5) Die spezifischen Aktivitaten der Xldolase wurclen in friiheren Mitteilungen 1111 auf cin halbes 
3101 Substrat berqen, sincl also urn den Faktor 2 zu hoch. 
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raschen Abfall der Aktivitat auf ungefahr 3 O 0 ~  dea Anfangswertes folgt eine lang- 
samere Inaktivierungsphase. Bei der Rydrolyse des dansylierten Enzyms mit Trypsin 
und Auftrennung der Peptidc durch kombinierte Papier-chromatographie und -elek- 
trophorese [16] erhalt man 20-25 fluoreszierende FIecke. Es werden also ausser den 
beiden dem aktiven Zentrum angehorenden Lysinrestcn nocli andere .4minosauren 
substituiert . 

I 

1 I ' ,  '[ "., I 

6 

1- 
1 , ': j ohne Substrot 

40 %O 120 160 '200 240 280 Min. 1 
40 80 120 Min 

Fig. 1 FiK. L 

Fig. 1.  Inaklivisrnirag dev ,EluskeEaEdoluse duuch Szrbsliluliurr mtt Uims)~lrhlouirZ 

ReaktiDnsbedingungen sichc unter Mctliodcn. Dic Spaltungsaktivitat gcgen 1~~111' ist in l'rozcnt 
der Ausgangsaktivitat aufgetragen. 

MALI.) ohnc Substtatzusate 
.MXLD init Zusatz w n  FDI' in SattigungSkonz~ntration 
M.XLD mit Zusatz von F-1-P in Sattigungskonzentration 
mit Carboxypeptidasc A vorbehandeltc MXLU oluic Substratzusatz 

Fig. 2. l i z a k i i u i ~ r t r r q  der Lebevallolase dirvch Suhsl i f ir l ioi i  niif Dai~.s?rkhIorid 
r;T)I'-spaltungsaktivitat 
F-1 -€'-spa1 tu ngsaktivitat 
LA 1.U mhne Substratsusatt 
I..%LD init Zusatz voii 1WI' in S~ttiglni&sBonzcntraticln 
IALD mit Zusatz voii 1;-1-1' in Sittigiingskona~titration 
init Carbuxvneotidasc A vorbehandcltc L:\T.I) nl1nc Sulistratxusatz 

Die Substitution, gernessen an der Inaktivierung des Enzyrns folgt einer Kinetik 
pseudo-erster Ordnung, wie dies bei verschiedwen Enzymen beobachtet worden ist 
(vgl. z.B. HIRS und Mitarb. [17j). Wir nehmen an, dass die Inaktivierung im wesent- 
lichen durch die Substitution der beiden kritischen E-Aminogruppen bedingt w id ,  
und dass die Substitution weiterer Reste entweder die Aktivitat nicht beeinflusst, 
oder erst nach der Reaktion der beiden fur die Eindung des Substrats verantwort- 
lichen E-Arninogruppen erfolgt. 
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Bei Zusatz von Substrat in Sattigungskonzentratio~l~) ist die Inaktivierung wc- 
sentlich verzogert. Im Fall der LALD erweisen sich Dihydroxyaceton-phosphat und 
3-Phosphoglycerinaldehyd als ebenso wirksame Hernmstoffe wie FDP und F-1-P. 
Fructose-6-phosphat in derselben Iionzentration 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 enthalt, die rnit dem Dansylchlorid und dem Substrat 
in verscliiedener N'eise reagieren konnten. Wir vermuten aber, dass die beiden Rin- 
dungsstellen funktionell identisch sind. 

Die Tatsache, dass die -4ktivitat der LALD gegen FDP und gegen F-1-P waiirend 
des ganzen Fortschreitens der Substitution in gleichem Masse herabgesetzt wird, be- 
statigt die Annahme, dass die beiden Substrate an den gleichen aktiven Stellen ge- 
spalten werden. Die enzymatische Aktivitat des Enzyms bei gleichzeitiger Gegenwart 
beider Substrate ftihrt zur selben Sclilussfolgerung [3] [Mj. 

2. Substitution der w1il CarboxyPePtiduse A vorbehandeiten Aldolasen rnit Dansyl- 
chiorid. Durch Inkubation rnit Carboxypeptidase A wird die Aktivitat der MALD 
gegen FDP auf herabgesetzt, die AktivitLt der LALD gegen FDP wird auf 
ungeffir 40o/b, die gegen F-1-P auf ungefahr 4504 herabgesetzt. Die Aktivitatsver- 
luste treten innert 10 Min, ein und bleiben bei fortgesetzter Inkubation rnit Carboxy- 
peptidase iiber 6 Std. konstant. Wenn man zu den Aldolasen, die 30 Min. rnit Carboxy- 
peptidase vorinkubiert worden waren, DansylchIorid zugibt und die Aktivitat des 
vorbehandelten Enzyms = 1000/, setzt, so zeigen die resultierenden Inaktivierungs- 
kurven ungefahr denselben Verlauf wie irn Falle der Substitution der unveranderten 
Enzyme (vgl. Fig. 1 und 2). 

Eine Substitution der Carboxyl-endstandigen 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. Acetylierstng der &dolasen init Bceylimidazol. Die Acetylierung rnit Acetyl- 
imidazol bei pH 75 hat den gleichen Effekt wie die Carboxypeptidase-Behandlung 

4) Die bei den Versuchen verwcndeten Substratkonzentrationcn und die zugrunde liegcndcn 
Micmmus-Xonetanten sind aus der folgenden Tabelle ersichtlich : 

~ ~ 

Xldolase Substrat % (MI Endkonzentra- 
tion im Rcalt- 
tionsgcmisch ( M )  

F-1-P 

Glyccrinaldeh yd- 
phosphat 
Dihydroxyace- 
ton-phosphat 4 . 1 0 - 4  j141 s .10-3 



(vgl. Fig. 3A mit 313,1X rnit 4H). Die Aktivitat mit Carboxypeptidase vorbehandelter 
Aldolasen wird durch die Acetvferung nicht becintrachtigt. Die Inaktivierung scheint 
also durch die Plcetplierung drr Carbos!.i-endst~ndigen Tyrosinrestc zustande zu 
kommen. 

A c - l  
I 

Aht yam? 
801 \, 

60. ' 

Ac-I  NH,OH 
1 1 '  3R: Inkubation mit Carboxypepti- 

dasc .\, anschlicssend .-\cctylierunF: i --..---*__-----* 
38 I-- , 7 

60 I 20 180 M , , ~  untl 1)cawtylirrrmg 

Fig. 3. Ace!~vlimwng von IIIaiskrlnldnlasc. RL.aktinusbrdingungcn sichc iintcr 3Icthntlcn. 13ic IWP- 
spaltungsaktivitiit ist in I'roacnt drr .\usgangsaktivitLt anfgctragru. 

Carbuxypeuiidoss A 

4 8  L..--L. I 

0 120Min. 60 120 M1n 

Fig. 4.4 Fig. 4n 
Fig. 4. rl ce t>dicr~tvg  vnib Lchrmldofuse 

FDP-spaltungsaktivitat 
o F-1-P-spaltungsaktivitat 
4.4 : Xcetylierang rnit .4cctyiimidazol ( ;\c-l) und nachfolgcndc Dcawtylierung durch Hydrusyl 

4 R :  Inkubation rnit Carboxypcptirlasc A.  anschliesscntl .icrtyLierirng untl Ikacetylicrung 
amin 
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Die Tatsache, dass sowohl die Abspaltung der Carboxyl-endstsndigen Tyrosin- 
reste als auch deren Acetylierung die enzymatische Aktivitat gleichermassen bcein- 
flussen, spricht fur eine direkte Beteiligung der C-terminalen Tyrosinreste am aktiven 
Zentrum des Enzyrns. Es jst allerdings noch die zweite Moglichkeit denkbar, dass die 
Abspaltung oder die Substitution der fraglichen Tyrosinreste zu einer Konformations- 
anderung der Peptidkette unter teilweisem Verlust der Enzyrnaktivit2t fuhrt. Doch 
scheint ilns diese zweite Moglichkeit weniger wahrscheinlich als die erste. 

Durch Deacetylierung rnit Hydroxylamin ist es moglich, die inaktivierten, 
acet ylierten Aldolasen partiell ( 70-80° 6 der A4usgangsaktivitait) zu reak tivieren. 

Diese Arbeit wurcle rnit Untcrstiitzung des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS FUR WISSEN- 

SCHAFTLICHE FORSCHUNG ausgefdhrt, dem wir fur die Hilfc. bestens dankcn. 

SLXM,IR\7 

1) Muscle and liver aldolase are inactivated by reaction with “Dansyl chloride” 
(I-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 ddolase towards fructose-1 ,6-diphosphate and fructose-l- 
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 deacetylation with hydroxylamine the 
enzymes are reactivated t o  70-80°i, of the initial activity. 
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33. Sur quelques derives de la morphanthrinone 
par Louis Chardonnens et  Gfecomo Gamba 

( 7 .  S 6.5) 

I1 a C t C  montrC rkemrnent [ l j  que l'acylation du bromo-4-xylPne-1,2 ( I )  se fait 
en position 5. La condensation du chlorure de I'acide fluorbone-carbosylique-1 (11) 
avec le bromo-4-xyl&ne-l, 2 devait donc dnnner, de manitre semblable, la (dimbthyl- 
4',5'-bromo-Z'-benzoyl)-X-fluorCnone (111) et la cyclisation de celle-ci, p. ex. par dli- 
mination d'acide brornhydrique, le dimCthyl-2,3-dioso-l11 12-dihvdro-11,IZ-indCno- 
[Z, 1-a] fluorhe (IV) (dirnktliyl-2,3-e~o-cis-fluor~naph~ne-dione en nomenclature 
abr6ggCe [Z]). Lacondensation de I1 sur I se fait normalement, bien qu'avec quelques 
difficultks, et l'on obtient la cCtone 111 avec un rendement mediocre de 46"& dela 
thCorie. Les tentatives d'une cyclisation directe utilisant l'action en autoclave d'une 
solution aqucuse de soude caustique en prCsence de quinaleine [3! alvant Cchoue, nnos 
avons essay6 d'echanger d'abord le bmme contrc le groupe amine; I'amine attcndue V 
aurait ensuite donne, par la mCthode bien connue qui conduit des o-amino-benzo- 
phCnones aus fluorenones [4j, la rlimPthyl-2,3-endo-ris-flunrCiirtph~n~-dione (IV) . En 
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