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Nachweis von Cytochromoxydase mit Hilfe von Polyacrylamld-
Electrophorese

Die Methode von ORNSTEIN und Davist?, die sich zur Trennung von Protein-
gemischen vielfach bewihrt hat, wurde in letzter Zeit auch zum Nachweis von
Enzymen mit Erfolg angewendet?!: 23.8,9, Unsere im folgenden beschriebene Methode
ist ein qualitativer Nachweis von Cytochromoxydase. Bei den uns bekannten Metho-
den erfolgt der Enzymnachweis durch Anférben der Gelsiulchen nach der Elektro-
phorese. Vorversuche hatten jedoch ergeben, dass eine Behandlung der Gelsdulchen
nach der Elektrophorese mit der Inkubationslésung erfolglos war. Weder die kom-
pakten Gelsidulchen noch in Léngsschnitte zerteilte Sdulchen zeigten irgendeine Reak-
tion. Darum bringen wir das Enzym bereits wihrend der Elektrophorese mit der
Inkubationslésung in Kontakt. Die anschliessende Behandlung mit Kobaltacetat—
Acetatpuffer dient der Chelierung des Farbstoffes und damit der Intensivierung des
Enzymbandes, das bereits nach Beendigung der Elektrophorese schwach sichtbar ist.

Folgende Arbeitsweise hat sich bewidhrt: Der Wasser-Anteil des ‘“small-pore’’-
Gels (‘‘spacer’’) wird durch das Inkubationsgemisch nach DUsSPIVAS ersetzt (15 mg
p-Aminodiphenylamin + 135 mg 4-Methoxy-4'-aminodiphenylamin in 5 ml Athanol
-+ 35 ml Wasser -+ einige Tropfen Chloroform. Triibe Suspension schiitteln und
filtrieren!). Die restlichen Anteile des ‘‘small-pore’’-Gels sind nach der Originalvor-
schrift von Davist so gewihlt, dass der Acrylamid-Anteil 7.5 % betrigt. Als Tréiger-
Gel (‘‘sample’’) verwenden wir ebenfalls diese ‘‘small-pore’”’ Lésung. Gegeniiber
‘“large-pore’’ als Triger-Gel erzielen wir damit einen gleichméissigeren Verlauf der
Elektrophorese, eine ‘‘Schwanzbildung’’ bleibt aus und ausserdem verkiirzt sich die
Polymerisationszeit.

Die die Inkubationslésung enthaltenden ‘‘small-pore’’-Sdulchen polymerisieren
bei 21°. Zum Zwecke einer schonenden Behandlung des Enzyms lassen wir das
Triger-Gel bei 2° polymerisieren. Die Elektrophorese verlduft ebenfalls bei 2°, sie
dauert etwa 35 min. Die Stromstérke betrigt 6 mA per Siulchen. Wir verwenden die
Pufferlésung nach Davist. Nach der Elektrophorese behandeln wir 1o min nach
Duspriva® mit Kobaltacetat—Formaldehyd—Acetatpuffer (53 g Co(CyHz0,)5°4 H,0 in
50 ml 10 %iger Formaldehydlésung + 5 ml Acetatpuffer, 0.2, pH 5.2). Anschlies-
send werden die Gelsdulchen 15 min unter fliessendem Leitungswasser differenziert.
Die Cytochromoxydase-Bénder erscheinen undurchsichtig opaleszent auf schwach rot
gefirbtem Hintergrund.

Fig. 1 zeigt 3 Beispiele von Cytochromoxydase-Béindern: (A) aus Rinderherz-
muskel; (B) aus Augen von Drosophila melanogaster, Wildform; (C) aus Augen von
Drosophila melanogaster, Mutante ‘‘brown’’.

Die Cytochromoxydase aus den Mitochondrien von Rinderherzmuskel (A)
wurde nach FowLER, RICHARDsSON AND HATEFI® dargestellt. Sie diente als Ver-
gleichssubstanz fiir gereinigte Proteinfraktionen aus Mitochondrien von Drosophila
wmelanogaster (B und C). Cytochrom-c, Cytochromoxydoreductase und Succinindehy-
drogenase lieferten mit der beschriebenen Methode keine Binder. Um gut sichtbare
Binder zu erhalten, darf ein Gehalt von 1.5 mg/ml Protein des gereinigten Extraktes
nicht unterschritten werden. Wir haben im Mittel 30 ¥ & 50 ¢ Protein aufgebracht.

Bei Reihenuntersuchungen mit verschiedenen Drosophila Mutanten hat sich
diese qualitative Methode als geeignet erwiesen.
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Fig. 1. Cytochromoxydascbdnder von: (A) Rinderherzmuskel; (B) Augen von Drosophila melano-
gaster, Wildtyp: (C) Augen von Drosophila melanogaster, Mutante ‘‘brown’’.

A

Fig. 2. “Kiihlzylinder” wihrend der Polymerisation von Triger-Gel. A = Kabelanschluss fiir die
Leuchtstofirohren H; B = Deckel (mit Tempex isoliert) ; C = Mantel; D = Kiihlspirale; E-E' =
Beobachtungsfenster; F-F’ = Schlauchanschliisse fiir den Umlaufthermostat; G = Boden (mit
Tempex isoliert); J = Gelsdulchen; K = Lichtschirm (Blatt weisses Papier).
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Zur Einhaltung der niedrigen Arbeitstemperatur wird ein *““Kiihlzylinder”
benutzt, der an einen Umlaufthermostaten (Kryothermat KT62, Haake, Berlin)
angeschlossen ist.

Unser ‘“Kiihlzylinder’’ besteht im Wesentlichen aus einem doppelwandigen
Metallmantel, in dessen Innern eine Kiihlspirale aus diinnem Kupferrohr verliuft.
Ein Fenster erleichert die visuelle Kontrolle. Fiir Kabelanschliisse ist im Deckel eine
kleine Offnung ausgespart. In Fig. 2 wird die Polymerisierung des “sample’ darge-
stellt.

Wihrend der Elektrophorese enthilt der ‘“‘Kiihlzylinder”’ die beiden Puffer-
Reservoire mit den dazwischen befindlichen Polyacrylamidsiulchen. Ein Temperatur-
gradient von 4+ 2° im Innern des ‘“‘Kiihlzylinders’”’ (vom Deckel bis zum Boden)
stort den Versuchsablauf nicht. Als Kiihlfliissigkeit dient Methanol.

Die Kombination ‘‘Kiihlzylinder”’— ‘Kryothermat’ ersetzt den iiblichen
Kiihlraum und hat ausserdem noch den Vorteil, dass sie als transportables System
dicht beim Arbeitsplatz aufgestellt werden kann.

Frl. A. H. M. vaN DER Loo danke ich sehr herzlich fiir ihre Mitarbeit bei der
Ausfithrung der Experimente. Den Herren J. G. M. vaN LANGEN und R. J. C. ScHa-
PERS sei fiir die Ausfithrung des Kiihlzylinders und den Herren J. GERRITSEN und
TH. G. H. LAMMERSs fiir die Anfertigung der technischen Zeichnung gedankt. Herrn
Drs. H. J. SCHUURMANS STEKHOVEN sei fiir die Uberlassung der Mitochondrienfrak-
tion aus Rinderherzmuskel gedankt.
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