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126. Reinigung und Kristallisation der Aldolase aus 
Drosophila melanogaster 

14. Mitteilung uber illdolasen [lj 

von 0. Brenner-Holzach und F. Leuthardt 
Biochemisches Institut der Universitat Ziirich 

(15. V. 68) 

Summary. A method for the preparation of pure crystalline aldolase (type A) from pupae of 
Drosophila melanogmter is described. 

In einer fruheren Mitteilung L2] beschrieben wir die Isolierung und Reinigung der 
Aldolase aus DrosoPhila melanogaster sowie verschiedene ihrer Eigenschaften. Es 
handelt sich um eine Aldolase des Typus A (Muskelaldolase) [ 3 ] .  In der Folge versuch- 
ten wir, die Reinigung zu vereinfachen und fur die Aufarbeitung grosserer Mengen 
Aldolase zu adaptieren. Bei den fruheren Versuchen [2] gewannen wir die Rohaldolase 
durch Ammoniumsulfatfraktionierung bei 2 4 "  und erhielten fur die Fraktion 43-58% 
Ammoniumsulfatsattigung spezifische Aktivitaten von 60-80 BucHER-Einheiten pro 
mg Protein. Spater kamen wir auf hohere spezifische Aktivitaten, wenn wir die ganze 
Aufarbeitung bei Zimmertemperatur durchfuhrten. Es erwies sich dabei die Fraktion 
zwischen 42 und 55% Ammoniumsulfatsattigung als die spezifisch aktivste ; sie ergab 
ziemlich regelmassig 90-1 10 BucHER-Einheiten pro mg Protein. Wir gingen fur d e 
Herstellung der Rohaldolase immer von 50-60 g Puppen aus, die nicht langer als 2-3 
Tage bei 2-4" aufbewahrt worden waren. Versuche, die Puppen statt im Morser zu zer- 
reiben, in einem BWHLER-Homogenisator zu homogenisieren, fuhrten zu stark grun 
gefarbten Extrakten. Die daraus erhaltenen Enzympraparate zeigten graugrune Far- 
bung und waren sehr schlecht loslich. Es ist dies vermutlich auf eine erhohte Extrak- 
tion von Tyrosinase und damit vermehrte Bildung von Melaninen zuruckzufuhren. 
Homogenisierung im Morser fuhrte dagegen bei gleichbleibender Totalausbeute an 
Aldolaseaktivitat auch rnit grossen Mengen Ausgangsmaterial zu nur wenig gefarbten, 
sehr gut loslichen Praparaten der Rohaldolase. 

Die bei Zimmertemperatur aufgearbeitete Rohaldolase zeigte bei der anschliessen- 
den Reinigung an DEAE-Sephadex A 50 noch einen weiteren Vorteil: Bei fruheren 
Versuchen [2] konnte die Hauptmenge des Enzyms, welches mit 0 , l ~  Trispuffer pH 
7,4 auf die Saule aufgezogen worden war, erst mit hohermolarem Trispuffer wieder 
eluiert werden. Es erschien allerdings schon mit 0 , l ~  Tris eine sehr kleine, aktive Frak- 
tion, die sich bei der Sedimentation in der Ultrazentrifuge gleich verhielt wie die 
Hauptfraktion. Bei dem bei Zimmertemperatur aufgearbeiteten Roh-Enzym hinge- 
gen wird die gesamte Aldolaseaktivitat bereits mit 0,1111 Trispuffer eluiert, und die Ab- 
trennung derselben von der nachfolgenden Harnsaure ist bedeutend besser. Es wur- 
den dabei spezifische Aktivitaten von 900-1100 BucHER-Einheiten (BE) pro mg 
Protein erreicht (Spitzenaktivitat 1340 BE/mg Protein = 12,2 Internationale Einhei- 
ten; 1 BE = 0,0091 Internationale Einheiten (IE)). 
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Die darauffolgende Reinigung an Sephadex G 200 fuhrte auf durchschnittliche 
Aktivitaten von ca. 1650 BBcHER-Einheiten pro mg Protein (Spitzenaktivitat 1868 
RE/mg Protein = 17,O Internationale Einheiten) . 

Die Reinigungsschritte wurden laufend mit Hilfe der ((Disco-Elektrophorese [4] 
kontrolliert. Nach der Reinigung an Sephadex G 200 konnte nur noch bei Verwendung 
relativ grosser Mengen Protein (30-50 pug) Spuren einer Verunreinigung gefunden 
werden. 

Bei der beschriebenen Aufarbeitung (vgl. Fraktionierungsschema) konnten wir 
ziemlich regelmassig aus ca. 100 g Drosophila-Puppen 10-15 mg gereinigte Aldolase 
von der spezifischen Aktivitat urn 1600 BE/mg Protein gewinnen. 

Es gelang uns in der Folge, die gereinigte und mittels Ultrafiltration auf eine Kon- 
zentration von ca. 10 mg Protein pro ml gebrachte Aldolase zu kristallisieren. Die in 
0 , 4 ~  Trispuffer geloste Aldolase wurde in Portionen von 1-2 ml unter Riihren mit 
einem kleinen Magnetriihrer mit Ammoniuinsulfat versetzt, his eine schwache Trii- 
bung entstand (ca. 40% Sattigung). Die Triibung wurde sofort abzentrifugiert. Bei 
weiterem Zusatz his ca. 43% Sattigung entstanden kurze Nadelchen, gemischt mit 
kugeligen Kristallaggregaten. Liess man hingegen nach der Zentrifugation das Uber- 
stehende einige Tage stehen oder gab nur noch wenig Ammoniumsulfat zu, so ent- 
standen sehr lange, feine Nadeln. Eine Umkristallisation ergab kurze, kraftige Nadeln 
(siehe Fig.). Die spezifische Aktivitat der A41dolase konnte durch die Kristallisation 
nicht mehr erhoht werden. 

Kristallzsaerte Aldolase aus Puppen von Drosophila melanogaster 

Es sind aus der Literatui nur wenige Arbeiten iiber Insekten-Aldolasen bekannt 
[5] [6j. Bei allen diesen Untersuchungen wurden nur Rohextrakte verwendet [6] oder 
die Anwesenheit der Aldolase indirekt bewiesen [5]. Mit dein Enzym aus der Drosophila 
wurde unseres Wissens zum ersten Ma1 eine Insekten-Aldolase im reinen, kristallisier- 
ten Zustand erhalten. 

Wie wir schon in unserer friiheren Arbeit [2] erwahnten, ist die Aldolase aus Droso- 
phila, sobald sie einen gewissen Reinheitsgrad erreicht hat, ausserst labil, selbst in 
Gegenwart von Athylendiamintetraacetat (Komplexon) und Mercaptoathanol. Roh- 
Aldolase (42-55y0 Ammoniumsulfatsattigung) behalt als Fallung bei 2-4" ihre Aktivi- 
tat  wahrend Wochen. Dagegen bleiben an DEAE Sephadex A 50 und Sephadex G 200 
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gereinigte Aldolasen in verdunnter (einige ,ug Protein/ml) und konzentrierter Losung 
(einige mg Protein/ml) bei 2-4" nur wahrend ca. 10-20 Tagen voll aktiv. Konzentrierte 
Losungen lassen sich auch bei - 20" nur wahrend ca. einem Monat ohne Aktivitats- 
verlust aufbewahren, wahrend verdunnte Losungen in eingefrorenem Zustand ihre 
Aktivitat rasch verlieren. Kristalline Aldolase, als Suspension in 57-proz. Ammonium- 
sulfat, bleibt wahrend ca. 3 Wochen voll aktiv. Die Labilitat der Aldolase kann sich 
beim Kristallisieren storend auswirken ; die Kristallisation muss deshalb in moglichst 
kurzer Zeit zu Ende gefuhrt werden. 

Experimentelles 

1. Zucht der Drosophila-Puppew: Siehe [2] 
2. Herstellung der Rohextrakte: Es wurden pro Ansatz 50-60 g eintagige Puppen (die wahrend 

2-3 Tagen gesammelt und bei 2 4 "  aufbewahrt worden waren) mit 140-168 ml 0 , l ~  Trispuffer 
pH 7,2 in einem Morser homogenisiert. Das Homogenat filtrierten wir durch Gaze; das Filtrat 
wurde durch Zentrifugation (60 Min. bei 3700 U/min )von den festen Bestandteilen befreit. 

3. Reinigung dev Aldolase: Der Rohextrakt wurde unter leichtem Umruhren 40 Min. bei 47" 
gehalten, wobei ziemlich vieie Proteine ausfielen. Nach der Zentrifugation war das Uberstehende 
meist klar und gelb gefarbt. Die bei der Ammoniumsulfatsattigung von 0-420/, ausfallenden Pro- 
teinc zeigten wenig Aldolaseaktivitat und wurden verworfen. Die zwischen 42 und 55% -4mmo- 
niumsulfatsattigung ausfallende Enzymfraktion diente zur weiteren Reinigung (Rohaldolase), 
Dazu wurde die Rohaldolase meist von zwei Ansatzen (entsprechend ca. 100 g Puppen oder 500 bis 
600 mg Protein) in moglichst wenig Tris-Puffer O , ~ M  pH 7,4 gelost, 4-6 Std. gegen denselben Puf- 
fer dialysiert, und dann auf eine Saule von DEAE Sephadex 4 50 (Durchmesser 2,5 cm und Langc 
3 5 4 0  cm) aufgetragen. Die Aldolase wurde mit 0 , l ~  Trispuffer pH 7,4 eluiert und erschien bci 
einer Laufgeschwindigkeit von 6-8 ml pro Interval1 von 20 Min. immer ungefahr mit den Frak- 
tionen 16-25. Die an DEAE Sephadex vorgereinigte Aldolase, die nach Ultrafiltration auf ca. 
2-3 ml konzentriert worden war, wurde auf eine Saule von Sephadex G 200 (Durchmesser 0,9 cm, 
Lange 1,5 m) aufgezogen und mit 0 , 0 5 ~  Trispuffer pH 7,4 eluiert (bei 2-3 ml pro 60 Min. in den 
Fraktionen 17-22). Die Ultrafiltration erfolgte gegen 0,4 M Tris, pH 7,4. (Siehe Fraktionierungs- 
schema). Es wurde festgestellt, dass die gereinigten Aidolasen in Gegenwart von Komplexon uud 
Mercaptoathanol stabiler bleiben. Aus diesem Grunde fiigten wir samtlichen Puffern und Ammo- 
niumsulfatlosungen Komplexon und Mercaptoathanol bei, Endkonzentration fur beide 1 0 - 3 ~ .  

4. Bestimmung der Aldolaseaktivitat: Siehe [2]. 
5. Bestimmung der Proteinkonzentration: Siehe "4. 
6.  ((Disc n-Elektrophorese; Die (<-Disc ,-Elektrophorese wurde an einem 71/,-pr0z. Acrylamidgel 

nach DAVIS [4] durchgefuhrt. 
7:Kristallisation der Aldolase: Die nach der Reinigung a n  DEAE Sephadex A 50 und Sepha- 

dex G 200 ultrafiltrierte Aldolaselosung wurde mit 0 , 4 ~  Tris pH 7,4 auf eine Konzentration von ca. 
10 mg Protein pro ml verdunnt und in cinem Wageglaschen unter Riihren mit einem kleinen Ma- 
gnetruhrer innerhalb 3 0 4 5  Min. kornchenweise mit feinst pulverisiertem Ammoniumsulfat ver- 
setzt, bis eine schwache Trtibung entstand (ca. 40% Ammoniumsulfatsattigung). Diese Triibung 
wurde sofort abzentrifugiert. Darauf wurde portionenweise ca. alle 4 Std. etwas Ammoniumsulfat 
zugegeben, und zwar nur so viel, dass die Losung klar blieb. Nach 3-4 Tagen fanden sich unter dem 
Mikroskop Nadelchen mit wenigen kugeligen Elementen. Beim Stehen bildeten sich iange, dunne 
Nadeln aus. Nach Entstehen der ersten Nadeln wurde unter Riihren in Abstanden von einigen 
Stunden wenig Ammoniumsulfat zugegeben (bis zu einer Konzentration von ca. 52%). Es schie- 
den sich dabei weitere Nadeln aus. 

Dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR F~RDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN F O R -  

SCHUNG, mit dessen Hilfe wir die vorliegende Arbeit durchfuhrten, sprechen wir unseren besten 
Dank aus. Wir mochten auch Frau MONIKA LEHMANN-BARTH fur ihre Mithilfe bei der Durchfuh- 
rung der Versuche herzlich danken. Herrn A. SCHMID an unserem Institut danken wir fur die Her- 
stellung der Mikrofotos. 
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Fraktionierungsschera 
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Puppen 
im Morser homogenisiert mit 0 , l ~  Trispuffer pH 7,2 

4, 

Filtration durch Gaze, 
J. I Zentrifugation 60 Min. 3700 U/min 

40 Min. bei 47" 
Zentr. 30 Min. 3700 U/min 

Ammoniumsulfatsattigung 0-42 % 
Zentr. 30 Min. 3700 U/min J. 

Ruckstand uberstehendes 
verworfen (spez. Akt. -40 BE/mg Protein) 

Ammoninmsulfatsattigung 42-55 yo 
Zentr. 60 Min. 3700 U/min 

J. 
Ruckstand = Rohaldolase 
(spez. Akt. -90-110 BE/mg 
Protein) 

J. 
uberstehendes verworfen 

in 0 , l ~  Tris gelost, auf DEAE Sephadex A 50, Elution 
mit 0 , l ~  Tris pH 7,4 

Aldolase nach DEAE 
(spez. Akt. -900-1100 BE/mg Protein) 

1 Sephadex G 200, 
Elution mit 0 , 0 5 ~  Tris pH 7,4 

gereinigte Aldolase 
(spez. Akt. -1400--1800 BE/mg Protein) 

[I] 13. Mitteilung 
1001 (1967). 
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