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Es wird eine Methode zur Isolierung von N A D P H 2 - - N A D -  
Transhydrogenase (NADPI- I~- -NAD- Oxydoredukt.ase, , ,TD- 
Transhydrogenase",  EC 1.6.1.1.) beschrieben. Aus t~inder- 
herzmitochondrien werden dutch Homogenisieren in s tarken 
Digitoninl6sungen* Lipoproteidkomplexe herausgel6st, die das 
Ferment  enthalten, dessen Akt iv i t~ t  jedoeh schnelI absinkt.  
Dureh hoehtom-igcs Zentrifugieren und Gelfil tration dutch 
Sephadex G-100 wird ein digitoninfreies, in der Ultrazentrifuge 
einheitlich sedimentierendes Fermcntpr~para t  hergestellt.  Gegen- 
fiber dem bishcrigen Verfahren 1 weist das besehriebene folgende 
Vorteile auf: Die Methode ist einfaeher und das auf diese Weise 
gewonnene Protein lgBt sieh lyophilisieren; auch ist die Bei- 
mengtmg der zweiten Transhydrogenaseaktivit/~t (NAD1X2-- 
NAD-Transhydrogenase,  , ,DD-Transhydrogenase '~ geringer als 
in Pr~paraten,  die mi t  der Methode nach Kaplan 1 hergcstellt  
werden. 

A method for the isolation of NADPt t2 - -NAD- t r anshydro -  
genase is described. By homogenisation in strong digitonin so- 
lutions l ipoprotein complexes are dissolved from beef heart  
mitochondria  containing the enzyme, the ac t iv i ty  of which 
is ye t  diminishing rapidly.  By High speed centrifugation and 
gel f i l trat ion on Sephadex G-100 a stable digitonin-free enzyme 
preparat ion uniformically sedimenting is produced. 

* Da es vor allem auf die Grenzflgchenaktivit/~t des  Digitonins ankommen 
dtirfte, sind nach erfolgreichen Vorversuchen mi t  Teepol (Wz  Shell) dies 
bez/igliehe Untersuchungen mit  anderen Detergentien vorgesehen. 

1 B. Kau]man und N. O. Kaplan, J. biol. Chem. :]36, 2133 (196t). 
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Von Kaplan  und Mitarbeitern I wurde eine Anreicherung yon Pyridin- 
nucleotid-Transhydrogenase [NAD(P)-Transhydi-ogenase, N A D P H 2 - -  
NAD-Oxydoreductase, EC 1.6.1.1.] aus Rinderherzmitochondrien be- 
schrieben. Das Verfahren besteht aus folgenden Schritten: Herstellen eines 
100000 g-~berstandes aus digitonisierten Mitochondrien, Alkoholf~llung, 
fraktionierte Adsorption an Calciumphosphat-Gel und Ammonsulfatfiil- 
lung. Der isolierte Komplex zeigt zwei verschiedene Fermentaktivi ts  
eine NADPH~--NAD-Transhydrogenase  ( ,TD-Transhydrogenase") und 
eine NADH~--NAD-Transhydrogenase (,,DD-Transhydrogenase"). Die 
reinsten Fraktionen haben eine spezifisehe Aktivit~t yon 1,13 fiir die TD- 
Wirkung, beziehungsweise von 2,56 fiir die DD-Wirkung. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Anreicherung auf kiirzerem 
Weg zu erreiehen, wobei es auch yon Interesse ersehien, ob sich bei einem 
gei~nderten Trennverfahren eventuell eine Abspaltung der TD-Aktivit~t  
v o n d e r  DD-Aktiviti i t  erzielen liege. Dureh Einwirkung yon Digitonin 
entstehen Mitochondrienbruchstiicke unterschiedlicher Gr61~e; daher 
schien uns die Methode der GeHfltration geeignet, den 100000 g-~ber- 
stand der mit  Digitonin behandelten Mitochondrien zu fraktionieren. 
Welters kann die Abtrennung des Digitonins, das besonders die TD- 
Transhydrogenase schon nach kurzer Zeit inaktiviert 2 mittels dieses Ver- 
fahrens rasch und griindlich erreicht werden. 

Experimenteller Teil 

A. B e s t i m m u n g s m e t h o d e n  

1. Messung der Transhydrogenasealstiviti~t. Die ,,TD-Aktivitgt" und die 
,,DD-Aktivit~tt" wurden naeh Kaplan ~ gemessen. Das verwendete Acetyl- 
anMoge wurde yon der Firma Sigma Chemical Company bezogen, NADPtt2 
und NADH~ yon der Firma Boehringer & S6hne (Mannheim). Die Messung 
wurde bei 20 ~ C durehgefiihrt. 

2. Digitoninbestimmung. Diese erfolgte photometriseh mit Anthron nach 
Nakata ~. 

3. Proteinbestimmung. In den einzelnen Fraktionen erfolgte die Messtmg 
naeh Lowry 5, proteinreiehere L6sungen wurden zur Kontrolle auch n~ch 
K]eldahl analysiert. 

N.  O. Kaplan, S . P .  Colowiek und E. 2'. Neu]eld, J. biol. Chem. 205, 
1 (1953). 

3 A . M .  Stein, 2~. O. Kaplan und M.  M.  Ciotti, J. biol. Chem. 234, 979 
(1959). 

T. Nakata, Tokyo Jikeikai Ika  Daigaku Zasshi 72, 456 (1957); Chem. 
Abstr. 52, 15 835 i (1958). 

5 0 . H .  Lowry, N.  J .  Rosebrough, A.  L. .Farr und R . J .  Randall, J. biol. 
Chem. 193, 265 (1957). 
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B. I s o l i e r u n g  des  F e r m e n t s  

400 g reines Muskelgewebe von einem sehlaehtfrisehen Rinderherz wurden 
bei tiefer Temperatur  wfihrend 5 Min. mit  einem , ,Ul t ra turrax"  homogeni- 
siert und claraus naeh den Angaben von Kc~u/ma~, und Kaplan 1 die Mitochon- 
drien isoliert. Naeh Suspendieren dieser in 0,25m-Saceharose (0,01m-KH2PO4, 
pH 7,0, 0,005m-EDTA) wurde ein Anteil  entspreehend 500--600 mg Protein 
nach Abzentrifugieren bei 20 000 g zur weiteren Verarbeitung entnommen. 
Diese Mitoehondrien wurden in einem Potter-Elveh]em-I-tomogenisator mit 
15 ml einer i ibers~ttigten 8proz. Digitoninl6sung (O,05m-KH2P04, p H  7,0, 
0,005m-EDTA, 0,00tm-Mereaptogtha,nol) suspendiert  und unter  Eisktihlung 
w/ihrend einer Stunde wiederholt gr~ndlieh homogenisiert.  Naeh einstiindi- 
gem Zentrifugieren der tr/iben Suspension bei 100 000g walrden 7 ml des 
klaren l:~berstandes auf eine mit  Sephadex G-100 besehiekte S~iule aufge- 
t ragen (3,8 em innerer Durehmesser, 44,5 em GelhShe). Das Gel war in 
0,05m-KH2PO4, p H  7,0 (0,005m-EDTA) gequollen; mit  dem gleiehen Puffer 
wurden anschlieBend etwa 100 Frakt ionen zu je 5 mt eluiert. Sobald das 
Digitonin die S~iule verlassen hatte,  wurde die Gelfiltration beendet. Die 
Analyse der Frakt ionen zeigte nur e i n  Proteinmaximum, welches mit  den 
Maxima der beiden Fermentakt iv i t f i ten  zusammenf~llt. Der I ) igi toninextrakt  
diirfte also rim' EiweiBk6rper enthalten,  die, soweit sie im Trennbcreieh yon 
Sephadex G-t00 liegen, yon ziemlieh einhNtlieher Gr613e sind. Dutch die 
fast vollstandige Entfernung des Digitonins, die dureh die Gelfiltration 
erreieht wird, sinkg die LSsliehkeit der Eiweil?kSrper so stark, da[~ die Fra,k- 
tionen tri ib sind und das Protein beim Stehen teilweise ansfloekt. Ein typi-  
sehes Trennergebnis ist in Tab. 1 tmd Abb. 1 dargestellt.  

T a b e l l e  1 

Ehmt, mI Protein, TD-Aktivit~t DD-Aktivitiit 

mg/ml pro ml spezif, pro mI spezif. 

125. 0,190 0,110 0,58 0,135 0,71 
130. 0,383 0,206 0,54 0,383 1,00 
135. 0,650 0,380 0,59 0,440 0,68 
140. 0,590 0,360 0,61 0,440 0,75 
t45. 0,550 0,330 0,60 0,382 0,70 
t50. 0,380 0,206 0,54 0,265 0,70 
155. 0,260 0,100 0,38 0,2t0 0,84 
160. 0,259 0,094 0,36 0,206 0,80 
165. 0,180 0,059 0,33 0,106 0,59 

Digitonin- 4, 55 1,41 0, 31 2,90 0, 64 
extr.,  ml  

Wie daraus ersichtlieh ist, verteilt  sich die Transhydrogenaseakt ivi t~t  
auf wenige Frakt ionen mit  einer spezifischen Akt iv i t~ t  yon etwa 0,6 fiir die 
NAI)PI-I2 NAD-Transhydrogenase (,,TD-Aktivit~it"), die nur ganz wenig 
hinter  der NADI-I2--NAD-Transhydrogenase ( , ,DD-Aktivi t~t")  mit  etwa 
0,7 zurticksteht. Die spezif. Aktivit~iten stellen Mindestwerte dar, in mehreren 
Versuehen erreiehten die Aktivit~tten ~Werte bis zum Doppelten der ange- 
gebenen. Insgesamt verlief die Fi l t ra t ion,  bezogen auf den eingesetzten 
Digitoninextrakt, f~st ohne Verluste an Protein und Fermentaktivit~it. Die 
fermenth~Itigen Fraktionen wurden vereinigt und gegen 0,05m-Tris-Puffer 
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(pH 7,5) d ia lys ier t .  Dabe i  s i nk t  die L6s l iehke i t  wei te r  ab,  u n d  das  EiweiB 
f/illt zuIn  g r6Bten  Teil  aus,  ohne  j edoch  seine Akt ivi t~t t  e inzubi iBen.  Versuche ,  
die L6s l ichke i t  d u r e h  E r h 6 h e n  der  I o n e n s t ~ r k e  bis  auf  3 zu  ve rbesse rn ,  b r a c h t e n  
n i c h t  den  gewi in seh t en  Erfolg.  Das  D ia ly sa t  k a n n  ohne  Akt iv i~ / i t enver lus te  
t i e fgef roren  werden .  Wi r  k o n n t e n  abe r  a u e h  d u t c h  Lyophi l i s i e ren  ein lager-  

TO-Akl/y//~'/ 

TO0 Z00 3O0 
o7/ b 

Abb. i. Elutionsdiagramm yon Transhydrogenase und ~igitonin an Sephadex G-IO0 (das DigitonJn- 
maximum liegt aul~erhalb des Diagramms, bei ca. 450 ml, und mil~t ca. 8 mg/ml) 

f~higes P r ~ p a r a t  gewinnen ,  welches  eine n u r  m~l]ige A k t i v i t ~ t s a b n a h m e  
gegeni iber  d e m  fr isch  f r a k t i o n i e r t e n  P r o d u k t  zeigte.  I n  der  S u b s t a n z  k o n n t e  
m i t  de r  y o n  Kielley 6 b e s c h r i e b e n e n  M e t h o d e  ke ine  A T P a s e - A k t i v i t ~ t  
nachgewie sen  werden .  Wei~ers erwies s ieh die F e r m e n t p r / ~ p a r a t i o n  n a c h  
A u f n a h m e  in  2proz.  D ig i ton in lSsung  in der  U l t r a z e n t r i f u g e  als v o l l k o m m e n  
e inhe i t l i ch  (s25 ~ 8,4)*. 

* F i i r  die D u r c h f i i h r u n g  der  S e d i m e n t a t i o n s a n a l y s e  d a n k e n  wir  herz l ich  
F r a u  Dipl .  Ing .  A.  Gonzales u n d  H e r r n  Dr.  W. Doleschel v o m  Phys io log i schen  
In s t i t u~  der  Univers i t~i t  Wien .  

W. W.  Kielley in." M e t h o d s  in E n z y m o l o g y  (ed. S . P .  Colowick u n d  
N .  O. Kaplan,  Vol. I I ,  p. 583, Acad.  Press) .  


