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137. uber die Aldolase aus Dvosophilu melunogaster 
12. Mitteilung iiber Aldolasenl) 

von 0. Brenner -Holzach und F. Leuthardt 
(13. V. 67) 

Im Zusammenhang mit unseren Arbeiten iiber die Biosynthese der Pterine aus 
Drosophila melanogaster [2], besonders uber die Herkunft der Seitenkette im Droso- 
pterin und im Biopterin, interessierte uns die Natur der in den Fliegen vorkommenden 
Aldolase. Schon die ersten Versuche zeigten im Rohextrakt von Puppen eine so grosse 
Aktivitat gegen FDP [3] [4] (20-30 BE/mg Protein) z), dass uns eine weitere Reinigung 
und Charakterisierung des Enzyms als sinnvoll erschien. 

Extruktion der Aldolase: Drosophila-Puppen wurden in 0,l M Tris-Puffer pH 7,2 [5]  
homogenisiert, bei 20 000 UpM zentrifugiert und ergaben im Rohextrakt regelmassig 
eine spezifische Aktivitat von ca. 20-30 BE/mg Protein. Versuche mit 2-proz. Ammo- 

11. Mitteilung: RENSING et al. [l]. 
2, Abkurzungen: BE = BucHER-Einheiten [4], FDP = Fructose-l,6-diphosphat, F-1-P = 

Fructose-1-phosphat, TIM = Trioseghosphat-Isomerase, NADH = reduziertes Nicotylamid- 
Adenin-Dinucleotid. 
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niumsulfat als Extraktionsmittel [6] fuhrten zu geringerer Aktivitat des Rohextrak- 
tes. Da sich die Extrakte im Laufe der Aufarbeitung infolge der Tyrosinase-Aktivitat 
dunkel farbten, wurde versucht, die Tyrosinase durch Zugabe von Phenylthioharnstoff 
zu inaktivieren. Es zeigte sich aber, dass der der Extraktion nachfolgende Hitze- 
schritt in Gegenwart von Phenylthioharnstoff zu einer Inaktivierung der Aldolase 
fuhrte ; daher wurde von der Eliminierung der Tyrosinase Abstand genommen. 

Es stellte sich bei einer Versuchsserie mit verschiedenaltrigen Puppen heraus, 
dass die Aldolase-Aktivitat in ganz jungen Puppen (am ersten Puppentag) am hoch- 
sten ist. Es wurden aus diesem Grunde moglichst nur eintagige Puppen verwendet. 
Zur Gewinnung grosserer Mengen Ausgangsmaterials wurden die Puppen bis zur 
Aufarbeitung bei 4" im Eisraum aufbewahrt, wobei sie im Laufe von 2-3 Tagen nur 
geringfugig Aktivitat verloren. 

Versuche am Rohextrakt: Die Aktivitat des Rohextraktes erfuhr durch Zusatz von 
Komplexon keine Hemmung, das heisst, die Drosophila-Aldolase ist nicht metall- 
abhangig, entspricht also den Aldolasen der Klasse I [7]. Zur selben Schlussfolgerung 
fuhrten Versuche uber das pH-Optimum. Im Gegensatz zur Klasse 11, die ein sehr 
schmales, ausgepragtes pH-Optimum aufweist, zeigt die Drosophila-Aldolase ein 
breites pH-Optimum, das sich von ca. 6,8-8,0 erstreckt (Fig. 1). 

Fig. 1. PH-Optimum der Drosophila-Aldolase 
Ansatze: 0,25 ml 1 M Tris-Maleat-Puffer pH 6,O-7,4 bzw. 1 M Tris-Puffer pH 7,2-9,5, 0,25 ml 
NADH 0 , 0 0 3 ~ ,  0,05 ml FDP 0,0201. 0,Ol ml TIM 10 mg/ml, 0,02 ml Aldolase, H,O ad 2,5 ml. 

o Tris-Maleat Tris 
Die Diskontinuitat bei pH 7,2 bzw. 7,4 riihrt von der Verwendung verschicdener Puffer her. 

Na+- und NH,+-Ionen haben in Konzentrationen von bis 1 0 - 2 ~  keinen Ein- 
fluss auf die Aktivitat der Drosophila-Aldolase, hohere Konzentrationen hemmen sie 
(Fig. 2 ) .  Auch diese Resultate sind fur Aldolasen der Klasse I charakteristisch [7]. 

Reinigung der Drosophila-Aldolase: Als erste Reinigungsstufe wahlten wir einen 
Hitzeschritt, bei welchem die Aldolase, wahrend 20 Minuten auf 47" gehalten, eine 
Steigerung ihrer spezifischen Aktivitat um ca. 50% erfuhr. Wenn auch die Aktivi- 
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Einfluss von Nu+- und NHZ-Ionen auf die Aktivitat der Drosophila-Aldolase 
Ansatze: 0,25 ml Tris-Puffer pH 7,6, 0,25 ml NADH 0 , 0 0 3 ~ ,  0,05 ml FDP 0 , 0 2 ~ ,  0,Ol ml TIM 
10 mg/ml, 0,OZ ml Aldolase, 0,5 ml Salzlosung 5~ - 5 1 1 0 - 5 ~ ,  H,O ad 2,5 ml. 

tatssteigerung dabei nicht extrem gross ist, so konnten doch damit gleichzeitig trii- 
bende Bestandteile des Extrakts, die sich auch durch hochtourige Zentrifugation 
nicht entfernen liessen, eliminiert werden. Im weiteren wurde mit Ammoniumsulfat 
fraktioniert. Die Fallung zwischen 43% und 58% Ammoniumsulfat-Sattigung ergab 
eine spezifische Aktivitat von bis 85 BE/mg Protein. Durch weitere Fraktionierung 
dieses Anteils, sowie durch (( Pliimpern )) konnte keine wesentliche Steigerung der 
Aktivitat mehr erreicht werden. 

Fraktion 

Fig. 3. Reinigung dsr Drosophila-Aldolase (R4.& an DEAE Sephadex A 50 
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dex A 50 und Sephadex G 200 2,7 - l O P 5 ~ .  Gegen F-1-P wurde rnit der gereinigten 
Aldolase eine MrcHAELIs-Konstante von 1,85 * 1 O V 2 ~  erhalten. 

In der Ultrazentrifuge konnte nach der Reinigung an DEAE Sephadex A 50 und 
Sephadex G 200 nur noch ein Pik festgestellt werden. Es ergab sich aus mehreren 
Versuchen eine mittlere Sedimentationskonstante von 4,67 S. Auf Grund der ermit- 
telten entsprechenden Diffusionskonstanten von 3,17 . lo-' und 3,60 * lo-' liess sich 
ein Molekulargewicht von 120 000-130 000 abschatzen, was in der Grossenordnung 
demjenigen von Kaninchen-Leber- und -Muskel-Aldolase entsprechen wurde. Ver- 
gleichende Versuche rnit gereinigter Aldolase in nativem Zustand und in 4 M Harnstoff 
ergaben folgende Sedimentationskonstanten: Nativ 4,7 S; in 4M Harnstoff 0,71 S. 
Dieses Verhalten ist dernjenigen von Kaninchen-Muskel- und -Leber-Aldolase ahn- 
lich, und es darf daher vermutet werden, dass die (FDP)-Aldolase der Droso+hila 
ebenfalls a m  Untereinheiten besteht. 

Bei der Inkubation rnit Carboxypeptidase wird die Aktivitat der Kaninchen- 
Muskelaldolase gegen FDP auf ca. 5% herabgesetzt. Diese Inaktivierung ist bedingt 
durch die Abspaltung von 3 Tyrosinresten pro Molekel. Leberaldolase verliert nur 
ungefahr die Halfte der Aktivitat unter dem Einfluss der Carboxypeptidase. Bei 
unserer Aldolase sank bei Inkubation rnit Carboxypeptidase die Aktivitat gegen FDP 
innerhalb von 30 Minuten auf 5 4 %  der Ausgangsaktivitat (Fig. 5). 

10 20 30 40 Min. 

Fig. 5. Einfhss der Carboxypeptidase A auf die A ktivitat der Drosophila-Aldolase 
Ansatze: 0,25 ml Tris p H  7,6, 0,25 ml NADH 0 , 0 0 3 ~ ,  0,05 ml FDP 0 , 0 2 ~ ,  0 , O l  ml TIM 10 mg/ml, 
0,02 ml Aldolase + Carboxypeptidase (im Gewichtsverhaltnis 100: 1 bei O", 0 4 0  Min. vorinku- 

biert), H,O ad 2,5 ml. 

Im Gegensatz zur Muskelaldolase, bei welcher die Aktivitat gegen F-1-P unter 
Einwirkung von Carboxypeptidase nicht verandert wird, ergaben vorlaufige Versuche 
rnit Drosopkila-Aldolase nach 30-minutiger Inkubation rnit Carboxypeptidase einen 
Abfall der Aktivitat gegen F-1-P auf ca. 35%. 

Stabilitat der Drosophila-Aldolase: Wahrend sich die 43-58%-Ammoniumsulfat- 
Fallung ohne wesentlichen Aktivitatsabfall uber Wochen bei 211" aufbewahren liess, 
erwiesen sich die hoher gereinigten Fraktionen als ausserst labil. Bei 2-4" in Puffer- 
losung gehalten, erlitten sie eine rasche Aktivitatsverminderung. Bei - 30" war die 
Aktivitat wahrend einiger Wochen einigermassen stabil. 
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Isoenzyme: Im Rohextrakt liessen sich nach Elektrophorese an Starke-Gel [S] 
oder auf Celluloseacetat-Folien [9], bei welchen die Isoenzyme der Aldolase direkt 
sichtbar gemacht werden konnen, neben der Hauptbande noch 1-2 schwachere 
Nebenbanden nachweisen, die)ber nicht genauer untersucht werden konnten (Fig. 6).  

t 0 
Start 

Fig. 6.  Elektrophorese von Drosophila-Rohextrakt an Celluloseacetat-Folien 

Die Drosofihila-Aldolase entspricht in ihren wesentlichen Eigenschaften dem 
Typus A von RUTTER (Muskelaldolase), nur ist das Aktivitatsverhaltnis FDP/F-1-P 
kleiner als bei der letzteren. 

Experimentelles. 1. Zucht der Drosophila-Pu$$en : Die Drosophilen wurden auf einem Ge- 
misch von Mais, Zucker und Agar [lo] in Standglasern von 25 cm Durchmesser und 25 cm Hohe 
geziichtet. Die Puppen fur die Aldolaseversuche wurden moglichst jung, meistens am ersten 
Puppentag, aus den Zuchtglasern herausgenommen und auf einer Nutsche gewaschen. 

2. Herstellung der Roltextrakte: Das Puppenmaterial wurde im Morser mit 27,5 ml 0 , l ~  Tris- 
Puffer pH 7,2 pro 10 g homogenisiert und das Homogenat von den festen Bestandteilen abzentri- 
fugiert [5]. 

3 .  Die Bestimmung der Aldolaseaktivitat erfolgte durch den optischen Test rnit wGlycerophos- 
phat-Dehydrogenase und Triose-Isomerase als Hilfsenzyme (RACKER ~3; ,  BEISENHERZ [4]) bei 
25". Als Puffer verwendeten wir Trishydroxymethylaminomethan, Endkonz. 0,l M, pH 7,6. 

4. Bestimmung der Proteinkonzentration: I n  den unreineren Fraktionen wurde die Protein- 
konzentration mittels der Biuret-Methode [4] gemessen. Von den reineren Fraktionen bestimmten 
wir die Extinktion bei 280 nm. Vergleichende Proteinbestimmungen an reinsten Fraktionen nach 
Gelfiltration an Sephadex G 200 ergaben fur einen Proteingehalt von 0,95 mg nach der Biuret- 
methode eine Extinktion von 1,O. Es wurde daher bei Venvendung des Extinktionswertes zur 
Berechnung der Proteinmenge mit einem Faktor von 0,95 auf mg Protein umgerechnet. 

5. Reinigung der A 1doZase: Die Ammoniumsulfat-Fallung 43-58 yo wurde in moglichst wenig 
Tris-Puffer 0,l M, pH 7,4 ,gellist, wahrend 4 4  Std. gegen denselben Puffer dialysiert und dann auf 
e k e  Saule von DEAE-Sephadex A 50 aufgetragen (fur ca. 150-200 mg Protein verwendeten wir 
eine Saule von 1,5 cm Durchmesser und 35 cm Hohe). Es wurde wahrend ca. 4-6 Std. mit 0,l  M 

Tris-Puffer pH 7,4 durchgewaschen. Darauf eluierten wir die Aldolase rnit 0 , 4 ~  Tris-Puffer pH 7,4. 
Die an DEAE-Sephadex A 50 vorgereinigte Aldolaselosung, die durch Ultrafiltration auf ca. 

3 ml konzentriert worden war, wurde auf eine Saule (Durchmesser 0,9 cm. Lange 60 cm) von 
Sephadex G 200 aufgezogen und mit 0,05w Tris-Puffer pH 7.2 eluiert. 

6. Die Sedimentations- und Dzffusionskoeffizienten wurden rnit der analytischen Ultrazentri- 
fuge SPINCO, Modell E (Rotor AND, Phasenplatte als Schlierenanalysator, RAYLEIGH Optik), 
bestimmt. Alle Bestimmungen wurden bei 5" in 0 , 0 5 ~  Tris pH 7,2 durchgefiihrt. 

7. Das Verhalten der Aldolase in 4~ Harnstoff wurde zuerst im optischen Test gepruft: Vor- 
inkubation der Aldolase im Tris-Puffer + NADH mit 4w Harnstoff (Endkonz.). Darauf wurde 
die Reaktion durch Zugabe von TIM und FDP ausgelost. Es zeigte sich dabei, dass schon bei 2 
Min. Vorinkubation die Aktivitat der Aldolase auf ein Viertel gesunken war. 

In der Ultrazentrifuge wurde in 0 , 0 5 ~  Acetatpuffer + O , ~ M  NaCl mit und ohne 4 M  Harnstoff 
(Endkonz.) bei 5 O  gearbeitet (UZ SPINCO, Modell E, Rotor AND, Phasenplatte als Schliercnanaly- 
sator, RAYLEIGH Optik). 
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8.  Inkubation init Carboxypeptidase: Die Carboxypeptidase A wurde bei 3" in 10-proz. LiCl 
gelost. Von dieser Losung wurde ein dem Gewichtsverhaltnis Aldolase : Carboxypeptidase = 
100 : 1 entsprechendes Volumen in die Reaktionslosung einpipettiert. Inkubation bei 0" im Eisbad. 

9. Isoenzyme: Jhr Nachweis erfolgte nach CHRISTEN at al. [S] mittels Gelelektrophorese und 
nach PENHOET [9] an Celluloseacetat-Folien. 

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

SCHAFTLICHE FORSCHUNG durchgefiihrt, dem wir unseren besten Dank aussprechen. Herrn MAX 
FRISCH mochten wir fiir seine Mithilfe bei der Durchfiihrung der Versuche ebenfalls bestens dan- 
ken. Die Bestimmungen von Sedimentation und Diffusion. in der Ultrazentrifuge wurden von 
Herrn A. SCHMID, die Elektrophorescn an Starkegel und Celluloseacetat-Folien von Dr. PH. CHRI- 
STEN und Dr. U. RENSINC in verdankenswcrter Weise ausgefiihrt. 

SUMMARY 

Fructose 1,6-diphosphate aldolase has been extracted from Droso9hila m. and has 
been purified about 65-fold. After precipitation with ammonium sulfate, purification 
on DEAE Sephadex A 50 and Sephadex G 200, we have obtained activities as high 
as 1350 BUCHER units/mg protein (12,3 international units). As Drosofihila aldolase 
is not dependent on metal ions (not influenced by EDTA) and has a broad pH opti- 
mum, it belongs to class I aldolases according to RUTTER'S classification. The K ,  
values for both substrates FDP and F-1-P closely resemble thosc of the rabbit muscle 
enzyme [A], but the FDP/F-1-P activity ratio at substrate saturation is only 10 to 
15, i.e. considerably lower than that of rabbit muscle aldolase. 

Biochemisches Institut 
der Universitat Zurich 
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