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222. Multiple Formen der Aldolase in Organextrakten der Ratte 
Uber Aldolasen, 8. Mitteilung') 

von Ph. Christen, U. Rensing2), A. Schmid und F. Leuthardt 

(25. VT. 66) 

J3slier waren zwci Formen der Aldolase im Saugerorganismus bekannt ; das in der 
Lcber vorkommende Enzym unterscheidet sich in seiner enzymatischen Spezifitat 
wesentlich von der Aldolase des Skelettmuskels [2]. Beide Enzyme sind isoliert 
worden [31. Es blicb unbckannt, ob die Aldolaseaktivitaten anderer Organe auf das 
- allcinige oder gemeinsame - Vorkommen dieser beiden bekannten Aldolasen oder auf 
die Existcnz weiterer, unbekannter Aldolasen zuriickzufiihren sind [4] [5]. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir uber die Charakterisieriing und Auf- 
trennung der Aldolaseaktivit2ten von Organcstrakten der Ratte mittels Starkegel- 
elektrophorese. 

Experimentelles. - 1. Matevial: Tlczugsqucllen: (;1yccrinaldehyd-3-phospliat-D~hyclro- 
genasc, cc-(;lyccrophosphat-Uehydrogenasc, Triose-lsomerasc, NA TI, NADH, Fructose-l,O-di- 
phosphat, l'ructosc-1-phosphat (beidc als Cyclohexylammoniumsalze) : Fa. ROEHRINGER, Mann- 
hcim; p-Nitroblautetrazoliumchlorid p .  u., Phenazin-methosulfat rein: SEKVA EKTWICKLUNGS- 
LAHOR, I<eidclberg; losliche Starke fiir Gelclektrophorese : CONNAUGHT hfEnICaL I i E s E A R C H  

IABORATORIES, Toronto; Agar-Agar in Fcderkielform: Fa. MERCK, Darmstadt. 
2. Vevsrichstieve : Minnliche, 8-18 hfonatc alte Albinoratten ( M u s  novvegicus aZbinu.5). 
3 .  Methoden: 3.1. Die Proteinkonzentvution untl die Aldolu.seak2iuatat der Rohextrakte murden 

wic in friiheren hrbeiten bestimmt [1]. Bci clcr Aktivit%tsbcstimmung wurde vor Zugabe dcs Sub- 
strates dic spontane Extinktionsabnahme bestimmt untl als Nullnktivitat von der nach Substrat- 
zusatz gcmessenen Aktivitat abgczogen. 

1) 7. Mittcilung siehc [I]. 
2) Stipcndist tler Deutschen Forschungsgcmcinschaft. 

__ ~.__ 



Volumcn 49, Fasciculus 6 (1966) - No. 222 1873 

3.2. Die Ratten wurden durch Gcnickschlag getotet, sofort dekapiticrt und durch die Aorta 
thoracalis rnit folgender Losung unter einem Druck von 100 cm Wassersaule perfundiert: Tris-HC1- 
Puffer 0,02111, EDTA 0 , 0 l ~ ,  Saccharosc 0 , 3 ~ ,  pH 7,4. Nach ungefahr 5 Min. waren um die 50 ml 
Perfusionslosung eingelaufen, und Leber und Niercn zeigten nur noch ihre Eigenfarbe. Die Organe 
wurden entnommen und im Kiihlraum (4") rnit der Schere fein zerkleinert. Pro g Gewebe wurde 
1 ml Perfusionslosung zugegeben und das Ganze nach POTTER & ELVEHJEM mit einem Teflon- 
pistill in Zcntrifugenrohrchen aus Cclluloseacetat homogenisiert. Das Skelettmuskelgewebe wurde 
pro g mit 4 ml Perfusionslosung versetzt und mit Quarzsand in einer Porzellanreibschale zerrieben. 
Die Homogenate wurden 45 Min. in der praparativen Ultrazentrifuge SPINCO, Model1 L, bei 
40000Upm (105 000 g) zentrifugiert. Darauf wurden die Zentrifugenrohrchen knapp oberhalb des 
Sedimentes angebohrt, um den Uberstand unter Zuriicklassung dcs obenauf schwimmenden Fettes 
ausfliessen zu lassen. Anschliessend wurden die Rohcxtrakte gegen 4mal 1 1 Gclpuffer (s. unten) 
iiber insgesamt 6-8 Std. dialysiert. 

3.3. Die Stdrkegelelektrophorese wurde mit dem diskontinuierlichen Puffersystem nach POULIK 
[6] bei 4' durchgefiihrt. Das Gel wurde am 11 g Starke (statt der auf der Packung angegebenen 
10 g) pro 100 ml Puffer hergestellt und in Plexiglastroge (20 x 15 x 1,0 cm) gegossen. Vor Verwen- 
dung wurde die Starke auf einer Nutsche 8mal rnit bidestilliertem Wasser und 2mal mit Gelpuffer 
gewaschcn. Die Proben (20 pl) wurden auf einen Streifen WHATMAN 3 MM Papier aufgetragen und 
letztcrcs in  cincn vcrtikalen Schlitz dcs Gcls eingefiihrt. 

3.4. Das Gel wurde zur Furbung horizontal halbiert. Dic obcre Halfte wurde rnit Amido- 
schwarz 10 B gcfarbt. Die untere Halfte wurde zur Lokalisierung dev Aldolaseaktivitat verwendet. 
Dic angewendetc Aktivitatsfarbung fur Aldolase ist eine Modifikation der von WILLIAMS zum 
Nachwcis der Glyccrinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat auf Starkcgel beschriebenen 
Mcthodc "71. Der Agar-Agar in Federkielform wurde vor Verwendung bei Zimmertemperatur 
36 Std. mit O , ~ M  Tris-HC1-Puffer von pH 7,6, der 0 , 0 0 1 ~  an EDTA war, gewaschen, darauf durch 
Erwarmen im Wasserbad im gleichen Puffer gelost und die Losung durch Glaswatte filtriert. 
550 mg Fructose-l,6-diphosphat (Cyclohexylammoniumsalz), 15 mg WAD, 1.5 mg Phenazin- 
methosulfat, 9,0 mg p-Nitroblautctrazoliumchlorid, 90 mg Natriumarseniat und 112 mg EDTA 
wurdcn in 10 ml0,l M Tris-HC1-Puffer von pH 7,6 gelost und zu 30 ml2-proz. Agarlosung gegeben. 
100 pl Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dchydrogenase-Suspension (1 0 mg/ml) wurden erst, nachdem 
die Agarlosung auf 40" abgekiihlt worden war, zugegcben. Sofort nach Zugabc des Enzyms wurde 
die untere Gelhalfte mit dcr Agarlosung aus einer Pipettc 1-2 mm hoch iiberschichtet und an- 
schliessend im Dunkeln bei 30° inkubiert, bis die blauen Banden deutlich hcrvortratcn (1-2 Std.). 

Spaltungsaktavitat der dialpierten Organextrakte gegen Fructose-l,6-diphosphat 
und Fructose-I-phosphnt 

Die Werte sind fur die Nullaktivitat korrigiert (s. Methoden) 

Organ Aktivitatcn in IUB milli-Einh./mg Protein Verhaltnis von Fructose- 
gegenuber diphosphat- zu Fructosc- 
Fructosediphosphat Fructosemonophosphat monophosphat-Aktivitat 

Leber 
Niere 
Gehirn 
Lunge 
Herz 
Muskulatur 
Dunndarm 
Testes 
Milz 
retroperitoneales 
Fettgcwebe 

62 
22 

177 
18 

160 
1595 

18 
38 
9 7  
- 

49 
14 

klein 
klein 

2.3 
18 
7 
3 
0,s 
- 

1,3 
1,6 

gross 
gross 

70 
91 

2 S  
12,6 
19,5 
- 

118 
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Resultate und Diskussion. - Die Tabelle zeigt die Spaltungsaktivitaten der ver- 
schiedenen Organextrakte gegenuber den beiden Substraten Fructose-l,6-diphosphat 
und Fructose-1-phosphat sowie das Verhaltnis der zwei Aktivitaten. Die Werte sind 
fur die unspezifische Extinktionsabnahme korrigiert und stimmen gut ubercin mit 
den Bestimmungen von BLOSTEIN & RUTTER [5]. 

Das Resultat der Aldolaseaktivitatsfarbung der elektrophoretisch auf Starkegel 
aufgetrennten Organextrakte ist aus Figur 1 zu erschen. Figur 2 zeigt die oberen 

H b L N G  L u H M H b D T G M i F  H b L N G L u H M H b D T G M i F  

Fig. 1. Starkegel lzach Elektrophorese Fig. 2. Obere Hlilfte des Gels der Fig. I ,  mat 
(4 V/cm, 3 mA/cm2, 12 h) auf Aldolaseaktivi- 

tut gefivbt (s. Methoden) 

Hb = Cyanmethimoglobin A als Markiersubstanz, L = Leber, N = Niere, G = Gehirn, Lu = 
Lunge, H = I-Ierz, M = Skelcttmuskulatur, D = Diinnclarm, T = Testes, Mi = Milz, 

F = retroperitoncales Fettgewebe 

Amidoschwarz gefarbt 

Halften derselben Gelplatten mit Amidoschwarz gefarbt. Durch die Aktivitats- 
farbung werden insgesamt 9 Banden mit unterschiedlicher elcktrophoretischer Be- 
weglichkeit sichtbar, die aber in den verschiedenen Organen in verschiedener Anzahl 
vertreten sind. TJm sicherzustellen, dass die Farbungen wirklich spezifisch durch die 
Aldolaseaktivitat zustande kommen, wurde das Starkegel mit einer Agarlosung uber- 
schichtet, die alle Komponenten ausser Fructose-l,6-diphosphat, bzw. ausser 
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase enthielt . Diese Kontrollgele zeigten inner- 
halb der Zeit, in der die Aldolasebanden sichtbar wurden, keine Anfarbung. 

husser den bisher bekannten Aldolasen aus Skelettmuskel und aus Lcber kommen 
also im Saugerorganismus noch weitere Formen vor, die sich 2.T. zusammen im 
gleichen Organ nachweisen lassen. Nach der gangigen Definition sind sie deshalb als 
Isoenzyme zu bezeichnen [8]. Inwieweit die verschiedenen Organen entstammenden, 
aber gleiche elektrophoretischc Beweglichkeit aufweisenden Aldolaseformen wirklich 
identisch sind, bleibt noch zu untersuchen. Eine Nu'merierung der Isoenzyme konnte 
daher nur provisorische Geltung haben. 

Die Verschiedenheit der Isoenzymmuster der einzelnen Organe erklart wahrschein- 
lich die unterschiedliche Hemmung der Aldolaseaktivitat durch Antikorper gegen 
Muskelaldolase, wie sie bei Extrakten aus verschiedenen Organen nachgewiesen 
werden konnte [5] [9]. 

Versuche, die Isoenzyme aus dem Starkegel zu eluieren und naher zu charakteri- 
sieren, sind im Gange. Die Methode der Sichtbarmachung der Aldolaseaktivitat auf 
Starkegel wird es erlauben, die bei der hereditaren Fructose-Intoleranz veranderte 
Aldolaseaktivitat der Leber [I 01 bezuglich ihrer elektrophoretischen Eigenschaften zu 
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untersuchen und moglicherweise mit adult oder fetal vorkommenden Isoenzymen in 
Bcziehung zu bringen. 

Diese Arbeit wurde mit Hilfc des SCHWEIZERISCHEN NArioxALFoNus ZUR FORDERUNG DER 

WTSSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG tlurchgcfiihrt, dem wir dafiir bestcns danken. 

SUMMARY 

The aldolase activities of crude rat tissue extracts were separated by starch gel 
electrophoresis. Aldolase was located on the gel by a specific staining method. Nine 
bands of different electrophoretic mobility were stainable by this technique. Organ 
specific isoenzyme patterns could be demonstrated. 

Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Zurich 
Ziirichbergstrasse 4, 8032 Zurich 
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223. Die Massenspektren von Schizozygin und dessen Derivaten 
4. Mitteilung iiber das masscnspektrometrische Verhalten quartarer Stickstoffverbindungen [l] 

von M. Hesse und U. Renner 
(25. VI. 66) 

In einer fruheren Mitteilung wurde uber die Strukturableitung des Haupt- 
alkaloides Schizozygin (1) aus Schizozygiu caffaeoides (BOJ .) BAILL. berichtet [2] .  
Ausser der Molekulargewichtsbcstimmung [Z] wurden in dieser Arbeit keine weiteren 
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massenspektrometrischen Untersuchungsergebnisse diskutiert. Da bei der Struktur- 
aufklarung von Schizozygin eine Reihe von HoI;MA”-Abbaureaktionen durchgefuhrt 


