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Summary. — 1. FDP aldolase from pupae of Drosophila melanogaster is shown by the following
findings to be a tetrameric molecule with two non-identical subunits: a) Disc electrophoresis on
polyacrylamide gel in the presence of sodium dodecylsulfate yields a subunit molecular weight of
40 000 (equal to that of rabbit muscle aldolase). b) Hybridisations of dvosophila aldolase with type
C aldolase from rabbit and calf brain lead to a five-membered set of isoenzymes.

2. The non-identity of the subunits is suggested by the behaviour on isoelectro focussing.
‘While rabbit muscle aldolase and human liver aldolase show five isoenzymes (hybrids from the
non-identical subunits), drosophila aldolase can be separated into three peaks only. This result may
be interpreted in two ways: a) The isoenzymes oy and agat” are not separated from each other in the
pH range 5-8, neither are e’y and o’4. Or b) &, and &’y are not split under the condition of isoelectro
focussing and therefore 3 isoenzymes oy, aty0t’y, and o’y are obtained only.

3) Isoenzyme I (supposedly mainly e,) and isoenzyme III (supposedly mainly «’y) are identical
in the following respects: Michaelis constant, pH profile, FDP/F-1-P activity ratio, inactivation
by carboxypeptidase A, disc electrophoresis on polaycrylamide and molecular weight. The only
difference found between isoenzyme I and 111 is the specific activity: isoenzyme 1 is nearly twice as
active as isoenzym‘e IT1.

4. The fact that hybridisation between drosophila aldolase and type C aldolase from rabbit and
calf brain yields a set of isoenzymes proves that interspecies hybridisation is possible between FDP
aldolases from vertebrates and invertebrates. FDP aldolases from vertebrates and invertebrates
seem to be homologous enzymes. Our results suggest that the conformation of aldolases remained
relatively unchanged during evolution.

Die FDP-Aldolase (EC 4.1.2.13, Fructose-1,6-diphosphat-D-Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Lyase) aus Puppen der Drosophila melanogaster (Wildtyp) ist der Muskel-
aldolase des Kaninchens in verschiedenen Eigenschaften sehr dhnlich [2] [3] [4]. Sie

1) 19. Arbeit iiber Aldolasen: s. [1].
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kann daher nach der von Rutfer vorgeschlagenen Nomenklatur als eine Aldolase vom
Typus TA angesprochen werden. Thre Aminosdurezusammensetzung weicht von der-
jenigen der Kaninchen-Muskelaldolase ab [4]. Antikérper gegen Drosophila-Aldolase
(Meerschweinchen) reagieren nicht mit Muskelaldolase [4]. Diese Unterschiede kénnen
indessen nur solche Teile der Aminosiuresequenz betreffen, die weder fiir den aktiven
Bezirk, noch fiir die Konformation der Ketten von wesentlicher Bedeutung sind.

Horecker und Mitarb. [5] gelang es durch Chromatographie an DEAE-Cellulose-
sdulen in 8 Harnstoff bei der Kaninchen-Muskelaldolase zwei verschiedene Unter-
einheiten voneinander zu trennen. Nach einer neuen Arbeit [6] unterscheiden diese
sich dadurch, dass die eine («x») einen Asparaginrest, die andere (¢f8») einen Asparagin-
sdurerest an vierter Stelle vom Carboxylende an gerechnet besitzt. Die Gruppe
Ruiter’s [7] konnte durch die Methode der Ionenfokussierung bei der Kaninchen-
Muskelaldolase, Giirtler & Leuthardt [8] mit der gleichen Methode bei der Kaninchen-
muskel- und bei der menschlichen Leber-Aldolase ebenfalls zwei verschiedene Unter-
einheiten nachweisen (« und o, resp. 8 und g'). Diese Aldolasen geben einen Satz von
5 tetrameren Isoenzymen, welche den Kombinationen a,, aq0’, a0y, aatg’, oy’ resp.
Ba, Bab', BsBs', By’ Bu entsprechen.

Die Drosophila-Aldolase ergab bei der Ionenfokussierung nicht 5, sondern nur 3
deutlich unterscheidbare Pike. Es handelt sich offenbar auch hier um Isoenzyme, die
durch Kombination nicht-identischer Untereinheiten entstehen (Fig.1). Der erste
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Fig. 1. Drosophila-Aldolase nach isoelektvischer Fokussierung, pH 5-8
— —— Extinktion bei 280 nm, — —~ — — Aktivitat gegen FDP in IE/m], ———— ~—— pH-Gradient

Pik (I) mit einem isoelektrischen Punkt von 6,6-6,7 sowie der letzte (I11) mit einem
isoelektrischen Punkt von 6,1-6,15 waren besonders ausgeprigt. Die mittlere Kom-
ponente lag immer in wesentlich geringerer Menge vor. Horecker [9] konnte bei den
«o»- und «f»-Untereinheiten der Kaninchen-Muskelaldolase keine Unterschiede der
spezifischen Aktivitit feststellen; auch Giirtler & Leuthardt [8] erhielten bei der Auf-
trennung der Isoenzyme der menschlichen Leberaldolase durch Tonenfokussierung
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nur Komponenten gleicher spezifischer Aktivitit. Dagegen zeigte sich bei der Droso-
phila-Aldolase ein starker Aktivititsabfall von Pik I, iiber II zu III (Tab.1). Die
Refokussierung der Isoenzyme ergab fiir I und IIT wieder nur je einen Pik mit der-
selben Abstufung der spezifischen Aktivititen (Fig.2; Tab.1).

Es stellt sich die Frage, warum bei der Fokussierung der Drosophila-Aldolase nur
drei Pike entstehen, wihrend bei einem aus zwei verschiedenen Untereinheiten auf-
gebauten Tetrameren ein Satz von 5 Isoenzymen zu erwarten ist, wie er bei verschie-
denen andern Aldolasen nachgewiesen wurde [8] {10] [11] [12]. Es ist wenig wahr-
scheinlich, dass in der Drosophila-Aldolase ein Dimeres vorliegt. Gegen diese Annahme
spricht das Molekulargewicht der Untereinheiten und die Hybridisierung mit andern

Tabelle 1. Spezifische A htivititder Isoenzyme I, IT und 111 nach Ionenfokussievung in 1 E[mg Protein,
sowie in Prozent bezogen auf Isoenzym I

Versuch PikI Pik I Pik I11
spez. Akt. % spez. Akt. % spez. Akt. %
3 18,6 100 13,9 75 10,0 54
4 15,7 100 12,7 81 8,5 54
5 17,7 100 12,0 68 9,2 52
7 18,0 100 10,7 60 9,5 53
8 14,1 100 8,3 59
Refokussierung
5 16,6 100 9,5 57
3 16,5 100 11,7 70 9,2 56
4 15,4 100 13,6 88 8,6 56
EZBO
15
1,0
0,5
Fraktion
20 30 40 50
Fig. 2. Isoelektrische Fokussievung von Drosophila-Aldolase und Refokussievung dev Pike I-I11 bei

pH 5-8
(Die Aufgliederung von Pik 11 bei der Refokussierung lasst sich durch die Uberlappung von Iso-
enzym IT durch die Isoenzyme I und ITI erkldren) Fokussierung, — — — — Refokussierung
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Aldolasen. Wenn wir auch hier einen tetrameren Aufbau annehmen, so wire es bei
Existenz zweier verschiedener Einheiten o« und o’ denkbar, dass diese normalerweise
nur als oy und a,” vorliegen wiirden und somit nur eiz Hybrid a,«, bilden kénnten.
Es wire aber auch méglich, dass sich zwar die fiinf Hybride bilden, dass aber bei der
Tonenfokussierung «, nicht von oya’ und aa,’ nicht von «,” abgetrennt wiirden. Wir
beschrankten unsere Untersuchungen auf die Pike I und III in der Annahme, dass
es sich dabei um reine oy und o«,” Isoenzyme handelt oder aber gemiss der zweiten
Hypothese im Pik I zum gréssten Teil Untereinheit «, im Pik III Untereinheit o’

Isoenzym I '
Iscenzyme 1 + III .
Isoenzym III .

Yig. 3. Elektrophorese dev Isoenzyme I und II1 an Polyacyylamid-Gel ohne Spacer
(Gel 7,%, PH 8,6, 50 ¢ Protein)

vorliegen wiirde. Wir verglichen in einer Reihe von Versuchen diese beiden Kompo-
nenten I und TII.

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese. Die kontinuierliche Elektrophorese auf Poly-
acrylamid nach Davis [13] ergab dieselbe Wanderungsgeschwindigkeit fiir I und 111
(Fig.3). Auch bei lingerdauernder Disk-Elektrophorese ohne Spacer (8 Stunden),
sowie bei diskontinuierlicher Elektrophorese (mit Spacer) konnten die beiden Kom-
ponenten nicht unterschieden werden.

Tabelle 2. Michaelis- Konstanten verschieden weit geveinigter Drosophila-Aldolasen, sowie dev Iso-
enzyme [ und 111

FDP F-1-P
Roh-Aldolase 2,3x107% -
(spez. Akt. 0,65 IE/mg Protein)
gercinigte Aldolase 2,7x 1075 1,85%x 1072
(spez. Akt. 9,1 TE/mg Protein)
Isoenzym1 1,75x 10-5 1,04 x 102
(spez. Akt. 16,1 TE/mg Protein) 1,91 x 10-5

1,99 x 105

2,25x 107
Isoenzym 111 1,56 x 10~ 0,94 x 10-2

(spez. Akt. 9,5 IE/mg Protein) 1,94 x 10-5
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Michaelis-Konstanten mit FDPY) und F-7-P?) als Substrate. Die Michaelis-Kon-
stanten ergaben die in Tab.2 mitgeteilten Werte. Beide Isoenzyme besitzen sowohl
gegen FDP, als auch gegen F-1-P Michaelis-Konstanten derselben Grésse.

Substratspezifitit. Das Aktivitatsverhdltnis FDP/F-1-P ist fiir beide Isoenzyme I
und III gleich, um 20 (s. Tab.3).

Tabelle 3. Verhdltnis dev Aktivititen dev Isoenzyme I und 111 gegenw FDP und F-1-P

Versuch 1 2 3
Iscenzym I 22,3 17,5 21,3
Isoenzym III 20,4 20,9

Wechselzahl. Die Berechnung der Wechselzahl ergab die in Tab.4 zusammenge-
stellten Werte (Molekulargewicht 159000).

Tabelle 4. Wechselzahlen dev Isoenzyme I und 111 mit FDP und F-1-P

Isoenzym I: mit FDP 2640, mit F-1-P 123
Isoenzym III: mit FDP 1350, mit F-1-P 65

Behandlung mit Carboxypeptidase A. Bei Inkubation der Isoenzyme I und IIT mit
Carboxypeptidase A wurde mit FDP als Substrat innerhalb von 20 Min. bei beiden
Isoenzymen ein Abfall der Aktivitit auf 349, beobachtet; mit F-1-P bleibt mit bei-
den Isoenzymen eine Restaktivitdt von 50-609, bestehen (Fig.4).

% %

100 100
Isoenzym ! Isoenzym Il
F1-P
50 FIP 50
FDP FOP
10 20 30 Zeit 10 20 30 Zeit

Fig. 4. Einfluss von Carboxypeptidase A auf die Aktivitit von Isoenzym I und 111 mit FDP (@ -@),
bzw. F-1-P (A——A) als Substrat

pH-Abhingigkeit dey Isoenzyme I und I11. Beide Isoenzyme weisen mit beiden
Substraten ein breites pH-Optimum auf, mit FDP zwischen 7,2 und 8,2, mit F-1-P
zwischen 7,0 und 7,8 (s. Fig.5).

Aminosdureanalyse. Die Aminosdureanalyse der beiden Isoenzyme I und IIT er-
gab die in Tab.5 angefiihrten Werte. Die Zusammenstellung zeigt, dass die prozen-
tuale Verteilung der Aminosiuren in beiden Isoenzymen keine signifikanten Unter-

2y  FDP = Fructose-1, 6-diphosphat; F-1-P = Fructose-1-phosphat.
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schiede aufweist. Die Werte stimmen auch mit denjenigen des nativen Enzyms
tiberein.

Bestimmung des Molekulargewichts der Untereinheiten durch Disk-Elektrophorese
in Gegenwwart von Natriumdodecylsulfat. Nach Davis [13] und Ornstein [14] hingt die
Wanderungsgeschwindigkeit nativer Proteine bei der Elektrophorese auf Polyacryl-
amid nicht nur von der Ladung, sondern auch wesentlich von der Grésse der Molekel

1E/mI
06
Pik I
IEfmi
F-1-P
0,4 10
Pik |
02 05 L
Pik Il
pH pH
56 64 72 80 88 6,0 68 76 84

Fig. 5. pH-Abhdngigkeit der enzymatischen A ktivitdt von Isoenzym I (O und a) und 111 (@und A)
mit EDP und F-1-P als Substrat

Tabelle 5. Prozentuale Aminosduvenzusammensetzung dev Drosophila-Aldolase und dey durch lonen-
fokussierung aufgetrennten Isoenzyme I und 111

a), b) Parallelversuche. Serin und Threonin auf die Zeit Null extrapoliert

Aminosdurcen Natives Isoenzymgemisch Isoenzym 1 Isoenzym II1
a) b) a) b) a) b)

Lysin 7,75 7,88 7,64 7,11 7,66 7,53
Histidin 1,35 1,47 1,47 1,27 1,46 1,26
Arginin 4,28 4,51 4,44 4,37 4,39 4,31
Asparaginsiure 10,20 9,86 9,48 10,23 9,28 10,40
Threonin 5,85 5,65 5,70 6,08 5,69 5,84
Serin 5,29 5,20 5,32 5,54 6,10 5,88
Glutaminsiure 11,99 11,71 12,03 12,68 11,96 11,14
Prolin 4,55 4,46 4,58 4,20 4,76 4,48
Glycin 8,35 8,07 8,28 8,18 8,64 8,15
Alanin 12,13 12,03 12,23 12,68 12,06 12,15
Halbceystin Spur 0,57 0,62 0,45 0,32 Spur
Valin 7,26 6,83 7,17 6,95 7,04 7,13
Methionin 0,69 0,72 0,62 0,52 0,63 0,65
Isoleucin 5,02 5,15 4,86 4,44 4,73 4,91
Leucin 9,70 10,02 10,02 10,00 9,70 10,07
Tyrosin 2,86 3,15 2,89 2,78 2,90 3,11

Phenylalanin 2,73 2,62 2,65 2,47 2,69 2,68
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ab. Fiihrt man die Elektrophorese in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat durch, so
scheint der Siebeffekt den Ladungseffekt zu iibertreffen, so dass nach Skapiro et al.
[15] die Trennung von Proteinen praktisch nur eine Funktion der Molekulargewichte
ihrer Polypeptidketten ist. Weber & Osborn [16] konnten anhand von 40 Proteinen
mit bekanntem Molekulargewicht zeigen, dass sich Molekulargewichte zwischen
15000 und 100000 mit dieser Methode recht genau bestimmen lassen. Fiir die Droso-
phila-Aldolase ergaben sich in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat Werte von
38000 und 39000, fiir die Kaninchen-Muskelaldolase 40000 und 39500, die den Unter-
einheiten entsprechen. Somit besteht auch die Drosophila-Aldolase aus 4 Unterein-
heiten. Fiir die durch Ionenfokussierung getrennten Isoenzyme I und III ergab sich
dasselbe Bild (Fig.6), und es liess sich aus der Eichkurve ein Molekulargewicht von
40200 fiir Isoenzym I und 40300 fiir Isoenzym III herauslesen.

Verunreinigung v. Trypsin
Hamoglobin A

Trypsin

Isoenzym I Isoenzym III

' #

Pyruvat-Kinase

Fig. 6. Bestimmung des Molekulavgewichies dev Unieveinheiten o« und o’ von Drosophila-4ldolase durch
Polyacrylamidgel-Elekivophovese mit Na-Dodecylsulfat (Gel 109, pH 7,0)

Interspezies-Hybridisierung mit geveinigter C-Aldolase aus Kalbshirn. Multiple For-
men von Aldolasen der Klasse I wurden in verschiedenen Geweben von Vertebraten
gefunden (10] [17] [18]. Die Stamm-Aldolasen A, B und C aus Kaninchenorganen
[10] [19] [20] weisen viele strukturelle Ahnlichkeiten auf. Lebherz & Rutter [21] unter-
suchten verschiedene Vertebraten-Organe und konnten bei Anwesenheit von zwei
der Stamm-Aldolasen meist fiinfgliedrige Hybrid-Sitze nachweisen. Da die Droso-
phila-Aldolase der Stamm-Aldolase A sehr dhnlich ist, untersuchten wir, ob sie mit
der letzteren und andern Stamm-Aldolasen Hybride bilden kann. Die Wanderungs-
geschwindigkeiten von Drosophila-Aldolase und Kaninchen-Muskelaldolase sind bei
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der Elektrophorese auf Celluloseacetat nahezu gleich; eine Hybridisierung zwischen
diesen beiden Enzymen konnte daher nicht nachgewiesen werden. Nach Vorver-
suchen mit Kaninchen-C-Aldolase [4] wihlten wir als weitere Vertebraten-Stamm-
aldolase den Typus C aus Kalbshirn. Wir reinigten sie nach einer Modifikation der
Methode von Rutter [20]. Es konnten dabei die Hybride agy, oyy, oy sowie y,4 isoliert
werden (Fig.7). Bei der Dissoziation und Reassoziation der Untereinheiten erwies sich

Start

C-Rohaldolase
Fraktion V [y,]
Fraktion IV [a 4]

Fraktion 111 {o, )

J Fraktion LI [0 %]

Fig. 7. Celluloseacetat-Elektvophovese dev Roh-Hivnaldolase (Kalb) und vevschiedeney geveinigier I'rak-
tionen derselben (Aktividrbung)

Start
+ v _
HHH C-Rohaldolase
¥ Fraktion V [y,]
i Fraktion IV [a y,)
’ ] | l Fraktion 11T [o, y,]
l l | 1 Fraktion IT [a, y]

Fig. 8. Celluloseacetat-Elektvophorese verschiedener geveinigier Ivaktionen von Hirnaldolase nach
Dissoziation in Untereinheiten und Reassoziation devselben
Die Fraktionen entsprechen denjenigen in Fig. 7. (Aktiviarbung)

Start

¥

C-Rohaldolase

gereinigte C-Aldolase
Fraktion V [y,]

m——

Aldolase - Drosophila-
Aldolase (beide gereinigt)

,' Hybridisierung Kalbs-C-

gereinigte Drosophila-
Aldolase

Trig. 9. Interspesies-Hybvidisievung von Drosophila-Aldolase mit Kalbs-C-Aldolase {Celluloseacctat-
Elektrophorese; Aktividrbung)
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die Komponente y, (=C-Aldolase) als homogen (Fig.8). Bzi der Hybridisierung der
C-Aldolase (y,) mit der nicht in die Isoenzyme aufgetrennten Drosophila-Aldolase
oder mit den durch Ionenfokussierung erhaltenen Isoenzymen I und III wurden fiinf-
gliedrige Hybrid-Satze erhalten (Fig. 9 und Fig. 10). Die Isvenzyme I und I1I verhielten
sich gleich.

Start

C-Rohaldolase

gereinigte C-Aldolase (Kalb)
Hybridisierung C-Aldolase (IKalb)
+ Isoenzym I (Drosophila)

Hybridisierung C-Aldolase (Kalb)
+ Isoenzym III (Drosophila)

gereinigte Drosophila-Aldolase

Fig. 10. Hybridisierung der Isoenzyme I und III von Drosophila-Aldolase mit Kalbs-C-Aldolase
(Celluloseacetat-Elektrophorese; Aktividrbung)

Diskussion. — Wir nehmen an, dass die bei der Ionenfokussierung erhaltenen
Isoenzyme I und III Tetramere der bziden nicht identischen Untereinheiten der
Drosophila-Aldolase sind. Unsere Versuche zeigen, dass diese beiden Isoenzyme in
allen untersuchten Eigenschaften, mit Ausnahme der spezifischen Aktivitit, tiberein-
stimmen. Die Unterschiede in der Primér- und Sekundérstruktur der beiden Unter-
einheiten « und o’ sind wahrscheinlich nur gering. Lat, Chen & Horecker [6] haben, wie
schon erwihnt, bei der Muskelaldolase des Kaninchens festgestellt, dass hier bei einer
der Untereinheiten ein Asparaginsidurerest durch Asparagin ersetzt ist, allerdings
ohne Verdnderung der spezifischen Aktivitit. Moglicherweise sind bei der Drosophila-
Aldolase die Unterschiede zwischen & und «’ dhnlicher Art. Fiir den betrdchtlichen
Unterschied der spezifischen Aktivitit, der hier zu beobachten ist, kénnen wir zur
Zeit keine Erklirung geben.

Interspezieshybride bei Enzymen verschiedener Vertebraten wurden von Markert
[22] fir Lactatdehydrogenase sowie von Chilson et al. {23] fiir Malatdehydrogenase
beschrieben. Chilson vermutet ferner ein Hybrid zwischen Untereinheiten der Triose-
phosphatdehydrogenasen von Fasan und Hummer erhalten zu haben, wobei er aller-
dings die Frage offen lasst, ob es sich nicht einfach um ein Aggregat der beiden intak-
ten Dehydrogenasen handelt. Unsere Hybridisierungsversuche zwischen den C-Aldc-
lasen von Kaninchen- und Kalbshirn und der Drosophiia-Aldolase, die beide zu fiinf-
gliedrigen Hybridsitzen fithren, zeigen eindeutig, dass auch Interspezieshybride zwi-
schen Enzymen von Vertebraten und Invertebraten moglich sind. Man muss anneh-
men, dass die Aldolase-Untereinheiten dieser Spezies so dhnliche Konformationen
besitzen, dass sie sich bei der Bildung der Tetrameren gegenseitig ersetzen kénnen
(Latner [24]). Die Primirstruktur ist noch bei keiner Aldolase vollstindig bekannt.
Die Untersuchungen von Gibbous et al. [25] und der Gruppe von Horecker [26] zeigen
indes, dass die Aminosiuresequenzen in der Umgebung des aktiven Lysinrestes bei
Aldolasen verschiedener Herkunft weitgehend iibereinstimmen. Wahrscheinlich han-

171



2818 Herverica Cuimica Acta — Vol. 54, Fasc. 8 (1971} — Nr. 303

delt es sich bei den Aldolasen von Vertebraten und Invertebraten um homologe
Enzyme; d.h. es existierte zu Beginn der Evolution eine «Uraldolase», aus der sich
unter Wahrung der Struktur des aktiven Bezirks und der Konformation der Proto-
meren in bestimmten Asten des Stammbaums die verschiedenen Aldolasen der Klasse
I entwickelten.

Meerschweinchen-Antiserum gegen Drosophila-Aldolase reagiert mit der letzteren,
nicht aber mit Muskelaldolase. Offenbar sind die Unterschiede der Priméar- und Se-
kundirstruktur zu gross — trotz der Ahnlichkeit der Konformation, die noch Hybri-
disierungen mit Aldolase C erlaubt — als dass beide Molekeln einen gleichen antigenen
Bezirk bilden kénnten.

Experimenteller Teil

Isolierung der Drosophila-Aldolase (s. [3]). Es wurden weitere Versuche unternommen, die
Stabilitat der Drosophila-Aldolase zu steigern. Zusatz von Cleland’s Reagens oder Methyl-Phenyl-
Sulfonyl-Fluorid wahrend der Aufarbeitung hatte keinen Einfluss. Aufbewahren in lyophilisier-
tem Zustand oder in 80-proz. Ammoniumsulfat verlingerte die Haltbarkeit der Drosophila-Aldo-
lase auf 4-5 Wochen.

Isolievung dev C-Aldolase aus Kalbshivn. 320 g Kalbshirn wurden mit 850 ml 0,01 M Trispuffer
pH 7,5 (enthaltend 10~3M Komplexon und 10-*M Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid) wihrend 40
Sek. homogenisiert, durch Gaze filtriert und 60 Min. hochtourig zentrifugiert. Dann wurde durch
Ammoniumsulfatfraktionierung die Fraktion von 44-609, Ammoniumsulfatsittigung als sog.
Roh-C-Aldolase abgetrennt. Wir erreichten dabei spezifische Aktivititen von 0,63-0,91 IE. Da bei
der Weiterreinigung an Phosphocellulose nach Penhoet [20] ein starker Aktivitidtsverlust auftrat,
haben wir die Roh-C-Aldolase direkt auf eine DEAE Sephadex A 50-Sidule (2 x 50 cm; Durchfluss-
geschwindigkeit 5 ml/20 Min.) gebracht und folgendermassen aufgetrennt: a) Aufziehen und
Durchwaschen mit 0,05m Tris pH 8,0 (enthaltend 0,004 Komplexon + 0,005 M Mercaptodthanol
--0,2M Saccharose). Es wurde dabei dic Komponente a, eliminiert. b) Elution mit linearem NaCl-
Gradienten (0 — 0,4M NaCl) im gleichen Trispuffer; dabei wurden die Komponenten agy, ayy,, oy,
und p, abgetrennt. Wir erhielten die folgenden spezifischen Aktivititen: ayy: 2,4 IE/mg Protein;
ay¥s: 2,3 1E/mg Protein; ay,: 1,3 IE{mg Protein; y,: 0,5 IE/mg Protein.

Die Reinigung wurde mittels Celluloseacetat-Elektrophorese verfolgt.

Bestimmung der ensymatischen A ktivitdt siehe [2].

Bestimmung dev Proteinkonzentration siehe [2]. Eggp. 1 ¢u = mg Protein/ml.

Die Ionenfokussierung (nach Svensson [27]} erfolgte in einem Saccharose-Dichtegradienten
iiber einen pH-Bereich von 5-8 (Ampholin). Saulenvolumen 110 ml.

Polyacvylamid-Gel-Elektrophorese. Die «kontinuierliche» Disk-Gel-Elektrophorese nach Davis
[13] wurde mit 7,5 9, Polyacrylamid, pH 8,6 durchgefithrt; die «diskontinuierliche» Methode nach
Davis, zit. in Mauyer (28], System 1.

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese mit Natviumdodecylsulfal nach Weber & Osborn [16]. Die
Proteine (ca. 0,5 mg) wurden nach zweistlindiger Inkubation in 0,5 ml 0,01 M Natriumphosphat-
Puffer pH 7,0 mit 1%, Natriumdodecylsulfat und 19, §-Mercaptoédthanol iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur gegen 0,01 M Natriumphosphat-Puffer pH 7,0 mit 0,1% Natriumdodecylsulfat und
0,19% (-Mercaptoithanol dialysiert. Fir die Herstellung der Gele wurden 15 ml Gelpuffer (7,8 g
NaH,PO,-H,0, 25,7 g Na,HPO,-2H,0 und 2g Na-Dodecylsulfat ad 1000 ml mit H,0) mit 13,5 ml
Acrylamidlésung (22,2 g Acrylamid und 0,6 g Methylenbisacrylamid ad 100 ml mit H,O) gemischt.
Nach Entgasung wurden 1,5 ml frisch bereitete Anumoniumpersulfatlssung (30 mg/2 ml) und 0,045
ml Tetramethylithylendiamin zugegeben. Es wurde mit diesecn Mengen ein 10-proz. Gel erhalten.
Die Dimensionen der Glasrohrchen waren 0,5 x 10 cm.

Pro Gel wurden Proben folgender Zusammensetzung aufgetragen: 5 yl 0,059%, Bromphenol-
blau (in H,0), 1 Tropfen Glycerin, 5 ul Mercaptoithanol, 50 ul Dialysepuffer, 50 ul dialysierte
Protein-Inkubationslésung (s. oben). Laufzeit: ca. 4-5 Std. bei 8 mA pro Probe, wobei der Marker
ca. 3/4 der Gellinge zuriicklegt. Nach Entfernung der Gele aus den Rohrchen wurde die Linge des
Gels und die vom Marker zuriickgelegte Distanz gemessen. Die Farbung erfolgte in Amidoschwarz
in 7-proz. Essigsdurc wihrend 1 Std. Nach der Entfiarbung in 7-proz. Essigsdure waren die Gele ca.



HeLveTica CHIMIca Acta — Vol. 54, Fasc. 8 (1971) — Nr. 303 2819
5-109%, langer. Die Totallinge wurde erneut gemessen, sowie die von den cinzelnen Protcinen zu-
riickgelegten Distanzen. Aus diesen Grossen ergibt sich die Mobilitdt nach folgender Gleichung:

. Gellinge vor Entfirbung Weg des Proteins.
Mobilitat = f [MG] -

Gelldnge nach Entfarbung * Weg des Markers

Celluloseacetat-Elektrophorvese. Die Elektrophorese an Celluloseacctat-Folien (2,5x 17 cm,
Gelman) wurde in 0,06 M Natriumbarbitalpuffer pH 8,6 (enthaitend 10~2m Mercaptodthanol + 10-3m
Komplexon) bei 8-10 mA und ca. 4045 Min. Laufzeit durchgefithrt. Nachweis der Aldolase-
Banden durch Aktivitatsfirbung nach Christen [18].

Abbau mit Carboxypeptidase A. Die Carboxypeptidase A wurde im Gewichtsverhidltnis 1:100
zur Aldolase zugesetzt. Inkubation bei 0° im Eisbad. Aktivitdtsmessungen vor Inkubation sowie
nach 3, 10, 20 und 30 Min.

pH-Abhingigkeit. Die pH-Abhangigkeit wurde in cinem 0,1M Tris-Maleatpuffer untersucht.
Der pH-Wert wurde im Inkubationsgemisch nach Ablauf der Reaktion gemessen.

Die Aminosdure-Analysen?) erfolgten nach Hydrolyse wihrend 24 Std. in 6N HCl im Beck-
man-Aminosiure-Analysator nach Spackman, Moove & Stein [29]. Threonin und Serin wurden auf
die Zeit Null umgerechnet.

Hybridisierungen. Die Dissoziation von Drosophila-Aldolase und C-Aldolasen in Untereinheiten
und Reassoziation bzw. Hybridisierung derselben fihrten wir nach Penhoet [11] aus durch Senken
des pH auf 2 mit 1~ HyPO,, nach 30 Min. nachfolgende 20fache Verdiinnung und Neutralisation
auf pH 7,0 mit 1M Tris. Bei der Hybridisierung ging in der Regel cin Teil der Aktivitdt verloren.
Fiur die Interspezies-Hybride wurde die ca. 10-15fache Proteinmenge mit ca, der Halfte Aktivitat
an C-Aldolase gegeniiber Drosophila-Aldolase verwendet.

Wir danken dem Schweizevischen Nationalfonds fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. Frau
M. Lehkmann, Frl. E. Boesch, Frl. B. Volger und Herrn R. Monti sei fur ihre gute Mitarbeit bei der
Durchfihrung der Versuche bestens gedankt.
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304. Nucleophile Substitution von Methyltosylat
in dipolar aprotischen Lésungsmitteln?)

von Paul Miiller und Bernard Siegfried
Département de Chimie Organique de I'Université
30, quai Ecole-de-Médecine, 1211 Geneve 4

(23. VIL. 71)

Summary. The rate of the reaction Letween methyl tosylate and lithium bromide has been
measured in various aprotic solvents. There is no simple correlation between rate and dielectric
constant in aprotic solvents with low dielectric constant. In propylene carbonate the reaction is
much slower than would be predicted on the basis of solvent activity coefficients. Solvation of
substrate and transition state seems to play a role in determining the reaction rate in this solvent.

Gewisse bimolekulare nucleophile Substitutionen laufen in dipolar aprotischen
Losungsmitteln viel rascher als in protischen ab [1]. So wird z.B. die Reaktion von
Lithiumbromid mit Methyljodid beim Ubergang von Methanol zu Dimethylformamid
als Solvens um einen Faktor von 5,8 x 10* beschleunigt {2]. Ferner dndert sich die
Nucleophilie der Halogenid-Ionen von J->> Br~ > Cl~in protischen zu CI- > Br— > J-
in aprotischen Loésungsmitteln.

Nimmt man an, dass die Nucleophilie der unsolvatisierten Halogenid-Tonen in der
Reihenfolge Cl~ > Br~ > J- abnimmt, so kénnen die beobachteten Phidnomenc fol-
gendermassen in befriedigender Weise -erklirt werden: Die Halogenid-Ionen werden
durch protische Losungsmittel durch Bildung von Wasserstoffbriicken umgekehrt
zu ihrer Grosse stabilisiert, so dass sich ihre relative Reaktivitiat umkehrt, wiahrend
die viel schwichere Solvatation durch aprotische Losungsmittel zu einer Beschleuni-
gung der Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt, ohne dass sich die Reaktivitdtssequenz
dndert [3].

Es ist schwieriger, die manchmal betrdchtlichen Reaktivitatsunterschiede inner-
halb der Gruppe der aprotischen Losungsmittel zu erklidren. So reagiert z. B. n-Butyl-
bromid mit Natriumazid in Hexamethylphosphortriamid ca. 10000mal schneller als

1} Vorldufige Mitteilung; eine ausfithrliche Publikation soll in Helv. erscheinen.





