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UBER DAS MOLEKULARGEWICHT DER ENOLASE*
von

THEODOR BUCHER
Kaiser Wilhelm Institut fiby Zellphystologie, Liebenberg (Mark), Deutschland

1. UBERSICHT

PurzEYs und BROSTEAUX! haben gezeigt, dass man aus der molekularen Licht-
zerstreuung das Molekulargewicht von Proteinen erhalten kann. Ich habe es unter-
nommen, diese Methode auf einige der Girungsfermente anzuwenden, die in diesem
Laboratorium kristallisiert worden sind und teile im Folgenden neben methodischen
Verbesserungen die Ergebnisse mit, die ich bei Versuchen mit dem Fermentprotein
Enolase erhalten habe.

Quecksilbevenolase:

Enolase, dasjenige Ferment der Girungskette, das (als Magnesium-, Zink- oder
Manganproteid) die innere Dismutation von 2-Phosphoglyzerinsiure zu 2-Phosphoenol-
brenztraubensiure katalysiert, ist 1g41 von WARBURG und CHRISTIAN® als Quecksilber-
verbindung kristallisiert worden.

Diese Quecksilberenolase habe ich als Versuchsobjekt gewihlt, da sie als kristalli-
sierter Metallkomplex die Méglichkeit bietet, das mit der optischen Methode bestimmte
Molekulargewicht (Abb. 1) durch Quecksilberanalysen zu kontrollieren.

Eine weitere Méglichkeit der Kontrolle bietet der Schwefelgehalt des Proteins, der
niedrig ist und daher gestattet zwischen wenigen Vielfachen eines hohen Grundwertes
zu wihlen.

Schliesslich hat Herr Dr G. BErRcoLD in Ludwigshafen liebenswiirdigerweise die
Sedimentationskonstante und Diffusionskonstante der Quecksilberenolase gemessen.

Tabelle 1 zeigt die Werte, die so auf vier verschiedenen Wegen fiir die Queck-
silberenolase erhalten worden sind. Sie stimmen iiberein.

TABELLE I
MOLEKULARGEWICHT DER ENOLASE NACH VERSCHIEDENEN
METHODEN
Methode Molekulargewicht
Lichtzerstreuung . . . . . . . 66 000
Quecksilberbestimmung . . . . 64 00068 000
(x Grammatom Hg)
Elementaranalyse® . . . . . . 67 300
(8 Grammatome S) :
Sedimentation und Diffusiont. . 63 700

i Vorldufige Mitteilung: Angew. Chemie, 56 (1943) 328.
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Bei dem Ergebnis ist bemerkenswert, dass das Enolasemolekiil nur ein Atom
Quecksilber bindet. Dies legt den Gedanken nahe, dass das Quecksilberatom an der
Wirkungsstelle des Fermentproteins gebunden wird. WARBURG und CHRISTIAN haben im
halbquantitativen Versuch gemessen, dass die wirkende Enolase ein Grammatom Mag-
nesium in 52 ooo g Eisweiss enthilt®.

Freies Enolaseprotein in elektrolythaltigen Losungen

Aus der Quecksilberenolase, die selbst katalytisch unwirksam ist, erhilt man nach
der Vorschrift von WARBURG und CHRISTIAN? durch Umsetzung mit Kaliumcyanid und
Dialyse das freie, undenaturierte Fermentprotein, das in Gegenwart von Magnesium-
salzen optimale katalytische Wirksamkeit zeigt.

In Abbildung I ist die spezifische Lichtzerstreuung dieses Kérpers, geldst in m/50
Pyrophosphat, gegen die Konzentration aufgetragen. Die Werte liegen auf derselben

J -3
Jg ¢ 10
0.30

Q25

020 o

Abb. 1. Spezifische Lichtzerstreuung von Quecksil-

or5 berenolase (Punkte) in m/1o Ammonazetat-Ammoniak

(Pg = 8.25) und spezifische Lichtzerstreuung von freier

Enolase (Kreuze) in m/50 Pyrophosphat (Pyg = 7.6).
(Standard 20/145)

a0 :
3 4 s5_ 6 7 o J
c[g/m[]~]0‘7 c—>o0Js €

= 0.225+10% K = 8.85, F = 33.1: M == 66 ooo

Kurve wie die der Quecksilberverbindung. Ich erhalte also aus meinen Messungen fiir
freie Enolase denselben Grenzwert der spezifischen Lichtzerstreuung und damit auch
das gleiche Molekulargewicht* wie fiir Quecksilberenolase, was zu erwarten war, da
Quecksilber nur einen geringen prozentualen Gewichtsanteil (3°/po) am Molekiil hat.

Bei allen Siuregraden, die das Fermentprotein nicht denaturieren, misst man die
gleichen Werte fiir die spezifische Lichtzerstreuung. In elektrolythaltigen Losungen ist
also Enolase durch Siurewirkung nicht in kleinere Einheiten spaltbar.

Spaltung des Enolaseproteins in elekirolytfreien Losungen

Grundsitzlich anders ist das Verhalten desselben Korpers in ausdialysierten
Loésungen.

Bereits bei der Dialyse, bei der sich das schwach saure Py der Umgebung des
isoelektrischen Punktes einstellt, sinkt die spezifische Lichtzerstreuung auf 3/; des
Wertes (Pg = 5.2), den ich beim gleichen Py in salzhaltiger Losung messe.

S#uert man weiter an, dann erreicht man bei Py 4 einen Grenzwert fiir die Licht-
zerstreuung der 26 % des Wertes betrigt, den ich beim gleichen Py und bei gleicher
Proteinkonzentration in salzhaltiger Lésung messe.

Nimmt man an, dass bei Erreichen des Grenzwerts das Protein wieder monodispers
ist, dann betrigt das Molekulargewicht 17 0ooo g/Mol. Dies bedeutet, dass die Enolase in
salzfreier Losung in 4 Teile spaltbar ist.

Die Wiedervereinigung der Spaltstiicke geschieht bei Zusatz geringer Elektrolyt-
mengen zur Versuchslosung (Abb. 2). Bereits eine Konzentration von m/4000 Mangan-

* Uber die Extrapolation und die formelmissigen Zusammenhange vgl. die nachfolgende Arbeit.
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sulfat verdoppelt den Wert der Lichtzerstreuung. Andere Elektrolyte, zum Beispiel
Ammonsulfat, bewirken das gleiche, wenn auch in wenig hoheren Konzentrationen.

Mehrere Befunde sprechen da-

gegen, dass der Effekt der Resyn-
these durch eine Denaturierung des
Fermentproteins vorgetiuscht wird:

I.

Die Lichtzerstrenung geht bei
Elektrolytzusatz nicht tiber den
Anfangswert hinaus.

. Stirkerer Siurezusatz bewirkt

erneute Spaltung, wenn man nicht
zuviel Elektrolyt in die Versuchs-
16sung gebracht hat.

. Schleudert man die Versuchs-

lésung nach der Resynthese auf
der Ultrazentrifuge und hebert
einen Becher fraktioniert aus,
dann zeigen die einzelnen Frak-
tionen gleiche spezifische Licht-
zerstreuung (Abb. 3).

. Das resynthetisierte Enolase-

priparat ist katalytisch wirksam.

25 70'6[ Male/ml]
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Abb. 2. Spaltung durch Ansduern (links der Ordinate)
und Resynthese durch Elektrolytzusatz (rechts der

teilt®, dass die Polymerisation eines Ordinate) von Enolaseprotein. Fermentprdparat: Kris-
Kugelproteins zu Fadenmolekiilen, tallisationsreife Enolase 8 Tage dialysiert, ultrazen-

trifugiert. Konzentration 3.24-10™® g/ml. Ordinate:

die Aktivierung von Aktin, durch spezifische Lichtzerstreuung
Elektrolytzusatz bewirkt wird. An-
siuern wirkt im gleichen Sinne wie Salzzugabe. Der Vorgang der Aktinaktivierung ist

o e=18322
2018210 ¢=0.82¢,
S© 2ml
c=22.4’—"-l5!
. .018210° M e=e,
A 2mi
=301
c=1.28¢,

Abb. 3. Einheitliche Sedimentation
eines resynthetisierten Enolase-
priaparates auf der priparativen
Ultrazentrifuge (15 Minuten 50 ooo
Touren/Minute). Zur Messung der
Lichtzerstreuung wurden die bei-
den obersten Fraktionen mit Was-
ser fiinffach verdiinnt

Liteyatur S. 476.
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also, was den Salzeffekt anbetrifft gleichgerichtet, was
die Wirkung der Wasserstoffionen anbetrifft invers zur
Spaltung der Enolase.

Esseidaraufhingewiesen, dass das Enolasemolekiil
nur ein Quecksilberatom bindet, dass man angesichts
der Spaltbarkeit des Molekiils in vier Teile fragen
muss, ob die Spaltstiicke einheitlich sind. Dafiir spricht
die glatte Resynthese. Dann miisste das Quecksilber-
atom zentral gebunden sein. Fragen, die den Ansatz-
punkt fiir kiinftige Versuche abgeben.

Ausbau der Methodik

Aus praktischen und theoretischen Griinden habe
ich mich bemiiht, die Empfindlichkeit der Messungen bis
an die durch die Eigenstreuung der Lésungsmittel ge-
setzte Grenze zu steigern. Dies gelingt durch Benutzung
1. einer Lichtquelle hoher Leuchtdichte und kleiner

Abmessung, die einen scharf begrenzten und inten-
siven Primirstrahl zu erzeugen gestattet;
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2. eines einfachen, aber sehr empfindlichen Empfingers fiir die Sekundirstrahlung, der
erlaubt, die Offnung geniigend klein zu halten, so dass kein falsches Licht auf dic
Photozelle gelangen kann.

Verunreinigungen durch grobe Teilchen sind die ernsteste Queile von Fehlern bei
der optischen Molekulargewichtsbestimmung. Sie ist methodisch bedingt, da die Licht-
zerstreuung mit dem Quadrat des Teilchenvolumens steigt, die Mittelwertsbildung also
nicht arithmetisch ist, sondern jedem Teilchen das statistische Gewicht seines Mol-
gewichts zukommt,

Besonders gefihrlich sind mir Verunreinigungen durch geringe Mengen hochmole-
kularer, denaturierter Eiweisssubstanz geworden, die beim Aufiésen der Eiweissnieder-
schldge, besonders der Trockenpriparate, weniger der Kristallsuspensionen entstehen.

Bei einem Molekulargewicht der Grossenordnung 107 senken sich diese nicht auf
schnellaufenden Laboratoriumszentrifugen. Ich fand keine Proteinlosung ginzlich frei
davon und habe deswegen die Substanzen nach dem Lésen stets dem Schwerefeld einer
priparativen Ultrazentrifuge solange ausgesetzt, bis das zu untersuchende Protein selbst
zu einem Zehntel niedergeschlagen war.,

Durch fraktioniertes Abpipettieren (Abb. 3) oder durch Wiederholung der Prozedur
(Tabelle IT) habe ich mich von der Einheitlichkeit der Priparate iiberzeugt.

TABELLE II
WIRKUNG DER ULTRAZENTRIFUGATION AUF DIE $PEZIFISCHE LICHTZERSTREUUNG VON
PROTEINLOSUNGEN
Protein . . . . . . .. .. Reduzierendes Muskel-Gédrungs- | Oxydierendes Girungsferment

ferment (KuBowirz u. Orr$) (WARBURG u. CHRISTIAN?)

Praparat . . . . . . . ., .. Trockenpulver aus dialysierten | Kristallsuspension in Ammon-
Kristallen sulfatldsung
Losungsmittel . . . . . . . m/40 Phosphatpuffer PH = 7.2 | m/20 Pyrophosphatpuffer
Py = 7.3

Spez. Lichtzerstreuung nach:
Laboratoriumszentrifuge, 20 Mi-

nuten, 15000 Touren/Minute 7.9-10°% 3.33-10°%
Ultrazentrifuge, 15 Minuten,
50 000 Touren/Minute 2.82.10° 3.27-10%
Wiederholung der Ultrazentri-
fugation . . . . . . . .. 2.88-10°%
2. METHODE

Das Prinzip der von mir angewandten Methode ist das gleiche wie bei PuTzEYS
und BROSTEAUX!: Vergleich der quer zum Primérstrahl zerstreuten Intensitit der Ver-
suchlosung mit der eines Glasstandards.

Den Quotienten dieser Intensititen dividiert durch die Konzentration des Kolloids

J
Jsc
(J = Photostrom mit der Versuchslésung, J, == Photostrom mit dem Standard,
¢ = Konzentration des Kolloids [g/ml])
nenne ich spezifische Lichtzerstreuung.
Literatur S. 476.
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Wie in der nachfolgenden Arbeit erdrtert wird, ist der Grenzwert dieser spezifischen
Lichtzerstreuung fiir die Konzentration Null unabhingig von der Gestalt der Teilchen
proportional dem Molekulargewicht;

M= K-F-lim—‘L

c>o0Js €
d T2

C(n\
—] —1I
2_n°-w -

TS

(M = Molekulargewicht, n, n, = Refraktionsindizes von Kolloid und Losungsmittel,
d = Dichte des Kolloids [g/ml]).
Die Apparaturkonstante K wird, wie weiter unten beschrieben, durch Eichung des
Standards mit Edestin ermittelt. Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Standard 20/145
ich (Tabelle I1I
finde ich (Tabelle III) K = 8.85 [ml/Mol]

Der Aufbau der Apparatur ist aus Abbildung 4 und deren Legende zu ersehen. Ich
beschreibe im Folgenden Einzelheiten der Apparatur und Methodik. Ein Versuchs-
protokoll ist in Tabelle III enthalten, die die Eichung des Standards mit Lésungen von
Edestin beschreibt.

F=|—

Abb. 4. Versuchsapparatur: A Ver-
suchstrog, B Lampengehiuse (iiber-
deckt auch den Kondensor),C Emp-
fanger (Photozelle und Gleichstrom-
verstidrker), D Polarisationsphoto-
meter (zum Messen der Depolarisa-
tion), E Glasstandard (von gleichen:
Abmessungen wie der Versuchstrog),
F Lichtfilter fiir A = 546 mu, G
Ableitung zum Spiegelgalvanometer
(Zernicke Typ B), H weitere Ver-
suchstroge

Literatur S. 476.
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Strahlengang

Als Lichtquelle dienen Quecksilberhéchstdrucklampen (Typ HBO der Osram Studiengesellschaft
m.b.H.), deren wenig ausgedehnter, sehr intensiver Lichtbogen gestattet, einen scharf begrenzten
Lichtstrahl hoher Leuchtdichte zu erzeugen. Bei einiger Erfahrung (Betrieb aus einem kriftig
dimensionierten Gleichstrom-Drehstrom Umformer, der die Netzschwankungen puffert) gelingt es
diese Lampen ohne alle kurzfristigen Intensititsschwankungen brennen zu lassen.

Die griine Quecksilberlinie habe ich mit ScHorTschen Glasfiltern isoliert (BG18.3mm ; BG11.16 mm ;
GG14.2 mm). Die Blende vor dem Versuchstrog hat scharfe Schneiden (Rasierklingen).

Empfanger

Den Empfinger fir das Streulicht hat Herr Ing. KrLicu (Optische Institut der TH Berlin) kon-
struiert und erbaut. Er ist ein Aggregat aus einer
Alkalizelle (CsK Mi122z Vakuum von PRESSLER, Leipzig)
und einem Gleichstromverstirker (zwei Elektrometer-
70 es réhren Tr14 in Briickenschaltung) (Abb. 5).

KR M52 Er wird aus einem 8 Volt Akkumulator betrieben.

g Die Handhabung ist nicht wesentlich komplizierter als
1 bei einem Photoelement. Die Empfindlichkeit ist jedoch
um Groéssenordnungen héher. Der Photostrom ist im
Gebiet zwischen 10—% und 10~® Lumen proportional den
cinfallenden Intensititen. Durch Blenden und ein
einfaches Objektiv ist dafiir gesorgt, dass Licht von den
; é)v Durchtrittsstellen des Primarstrahles durch die Trog-
wandungen nicht direkt in den Empfinger gelangen
102 kann.

~1oov o= el Depolarisationsmessungen
KR
--

|
:
:
:

o}

- Eine Einrichtung zum Messen von Depolarisationen
T14 der gestreuten Intensititen habe ich aus dem Kopf
eines KONI1G-MARTENsschen Spektralphotometers (ent-
haltend Nikol und Hollindisches Fernrohr) und einem
CsKMIZ2 Quarz-Wollastonprisma der Firma Bernhard Halle,
Abb. 5. Berlin Steglitz, zusammengestellt. Sie gestattet Beobach-
Schaltschema, des Gleichstromverstdrkers  tungen des Streukegels mit und ohne seinen natiirlichen
Hintergrund. Ich habe verzichtet, Korrektionen fiir die
Depolarisation an meinen Werten anzubringen, da es schwer ist, Depolarisationen fehlerfrei zu
messen und die Korrektionen innerhalb der allgemeinen Fehlergrenze, die immerhin mit 159%, zu
veranschlagen ist, liegen.

Vorbereitung dev Losungen

Eserforderteinige Ubung, Versuchslosung und Versuchstroge staubfrei zu erhalten. Routinemdassig
wurden die Losungen dreifach konzentrierter, als fiir den Versuch benétigt, 10 Minuten im 170 oco
fachen Schwerefeld einer priparativen Ultrazentrifuge geschleudert. Die Anlaufzeit betrug zo
Minuten, die Bremszeit 35 Minuten. Aus Abbildung 3 ersicht man die Konzentrationsverhiltnissc,
die sich dabei einstellen.

Nach der Verdiinnung auf die gewiinschte Konzentration werden die Ldsungen nochmals 15
Minuten in verdeckelten Bechern auf der hochtourigen Laboratoriumszentrifuge (15000 Touren/
Minute) geschleudert und dann unmittelbar in die Versuchstrége dekantiert.

Sind die Losungen einmal ultrazentrifugiert, dann bleibt im allgemeinen ihre Lichtzerstreuung
liber lingere Zeitrdume konstant.

Versuchstroge

Die Versuchstrége (Innenmass 2 X 2 X 3 cm) sind sdurefest aus Spiegelglas gekittet. Sie werden
vor jedem Versuch einige Minuten in warme Bichromat-Schwefelsdure getaucht, griindlich gespiilt
und (ohne dass die Flichen beriihrt werden) in einen leeren Exsiccator gestellt und durch Evaknieren
desselben mit der Olpumpe getrocknet. Die Troge halten diese Behandlung hundertmal aus, dann
bekommen sie Risse in den Kittflichen.

Lichtbrechung des Losungsmittels

Der Kolloid befindet sich in den Versuchslésungen in so geringer Konzentration, dass ich die
Lichtbrechung des Losungsmittels derjenigen der Losung gleichgezetzt habe. Letztere bestimme
ich unmittelbar nach dem Streuversuch, indem ich den Versuchstrog mit etwas Glyzerin auf die
Flintglashalbkugel eines Abbeschen Kristallrefraktometers kitte. Zur Elimination eventueller
Unparallelititen des Trogbodens, durch den hindurch gemessen wird, wird die Halbkugel zu einer
zweiten Ablesung zusammen mit dem Trog um 180° gedreht.

Literatur S. 476.
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Eigenstreuung dev Losungsmitiel, Empfindlichkesisgrenze der Methode
Im Streuversuch addiertsich zur Lichtzerstreuung des Kolloids diejenige des Losungsmittels. Diese
wird im Leerversuch mit dem Standard verglichen und substrahiert.

S K o D

Js Js Js

(i = Photostrom mit reinem Losungsmittel)
Mit Standard zo/145 habe ich fiir mehrfach zentrifugiertes, destilliertes Wasser gemessen

L oo 5
Js '
was beim Einsetzen der entsprechenden Konstanten in die Formel zum scheinbaren Molekulargewicht
10 [g/Mol] fithrt.

Aus Sicherheitsgriinden habe ich mir zur Regel gemacht, dass die Gesamtlichtzerstrenung der
Ldsungen nicht geringere Werte annehmen soll, als’den zehnfachen Betrag der Eigenstreuung des
Losungsmittels. Dies ergibt die technisch mogliche Grenze der Verdiinnung. Sie ist abhingig vom
Molekulargewicht der Substanz. Fiir Edestin (M = 300 000} liegt sie bei 0.4 102 [g/ml]. Der mittlere
Teilchenabstand in einer solchen Ldsung ist nicht grésser als 1/5 A.

Eichung der Standards (Apparaturkonstante K)

Glasstandards mit sehr feiner, homogener Tribung verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn
Dr KiLEmM (Jenaer Glaswerk Schott & Gen.), der diese in den gleichen Abmessungen wie die Ver-
suchstroge fiir mich anfertigen liess.

Die Standards wurden mit einer Losung von kristallisiertem Edestin geeicht. Dabei habe ich das
Molekulargewicht des Edestins mit 300 ooo g/Mol angesetzt, ein Wert, den Herr Dr G. BERGOLD?
an meinem Prédparat gemessen hat, und der durch die Bestimmung zahlreicher Aminosduren durch
A. C. CHBNALL? gesichert ist.

Edestin wurde nach der Vorschrift von SVEDBERG und STAMM!® dargestellt. Zur Umkristallisation
habe ich 5g Edestinkristalle bei 45° in einer Mischung von 225 ml 2 % Na(Cl, 3.3 ml m/5 Natrium-
pyrophosphat und o.115 ml n HC! (Pg = 7.9) geldst und nach Zusatz von etwas Super Cel durch
eine vorgewdrmte Nutsche bei ganz geringem Saugen in einen angewirmten Stutzen filtriert. Beim
langsamen Abkuhlen beginnt die Kristallisation bei 37°. Bei 28° wird dekantiert, das obenstehende
ganz langsam auf o° gekiihlt und die Kristalle abzentrifugiert.

Die Operation wurde mehrmals wiederholt, dann die Kristalle unter 2% NaClim Exsschrank
aufbewahrt.

Die Konzentrationsbestimmungen der Edestinlosungen habe ich optisch durchgefithrt. Der
Absorptionskoeffizient bei A = 280 my betrigt

2% = 0.363 [cm?/mg K)ELDAHL-Stickstoff] = 1.96 [cm?/mg Edestin]

TABELLE III

APPARATURKONSTANTE K AUS DER SPEZIFISCHEN LICHTZERSTREUUNG VON EDESTIN

Di1e STAMMLOSUNG WURDE ULTRAZENTRIFUGIERT, DIE EINZELNEN VERDUNNUNGEN 15 MINUTEN BEI
15 000 TOUREN/MINUTE ZENTRIFUGIERT UND IN DIE MESSTROGE DEKANTIERT
LésuNGsMITTEL: 6.0 g NaCl; 4.0 m! m/5 Na ,P,0,; 0.15 ml n HCl in 100 m! H,0
n = 1.600; n, = 1.3443; d = 1.343 [g/ml]); F = 37.15
M = 300 ooo [g/Mol]

STANDARD 20/145

< I+ Js J+i i Tl:

[g/m1] [Galvanometerausschlag cm] o Js Js nfl./g
1.85 1073 43.5 24.4 1.785 0.049 0.939- 10°
0.994 10-% 23.8 24.4 0.975 0.049 0.93210%
0.618 10—2 15.1 24.4 0.618 0.049 0.921:10%
0.366 10~° 9.4 24.4 0.385 0.049 0.918.10%

lim - = 0.915+10°
c—> 0JS
K= 300 000 — 8.83 [ml/Mol]

0.915+10%- 37. 15
Literatuy S. 476.
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3. MESSUNGEN

Lichtzerstrewung der Quecksilberenolase

Geldste Quecksilberenolase ist nur bei schwach alkalischem Py bestindig. Ich
wihlte fiir die Lichtstreuversuche m/1o0 Ammonazetat-Ammoniak-Puffer vom Py = 8.25
und ultrazentrifugierte kalt. Infolge Denaturierung steigt die Lichtzerstreuung bei
Zimmertemperatur langsam an (1 % in 10 Minuten). Quecksilberverbindungen anderer
Fermente verhalten sich ebenso. Es wurde daher rasch gearbeitet und gemessen.

Die spezifischen Lichtzerstreuungen, die ich bei verschiedenen Konzentrationen
gemessen habe, sind in Abbildung 1 gegen die Konzentration aufgetragen. Die Protein-
konzentrationen wurden aus der Lichtabsorption bei 280 my errechnet. Dazu wurde der
Absorptionskoeffizient der freien Enolase f%° = 2.02 [em?/mg] benutzt.

Der Grenzwert der spezifischen Lichtzerstreuung betrigt

lim
c—>0 s C

= 0.225+10°

Zur Berechnung des Molekulargewichts ist man, wie bei der Konzentrationsbestim-
mung, gezwungen, die Konstanten der freien Enolase zu benutzen, da sich Quecksilber-
enolase ohne véllige Denaturierung nicht dialysieren lisst, was fiir die Bestimmung
von Trockengewicht, Dichte und Brechungsindex erforderlich ist. Es ist nicht anzu-
nehmen, dass durch dieses Vorgehen ein wesentlicher Fehler entsteht da bei der Grésse
des Proteinmolekiils Quecksilber analytisch nur den Anteil einer Verunreinigung hat.
Der Refraktionsindex des Lésungsmittels betrug n, = 1.335 und man errechnet mit
n =1.612, d =1.358: F = 33.1. Fir den verwendeten Standard 20/145 betrigt
K = 8.83. Aus diesen Daten ergibt sich das Molekulargewicht der Quecksilberenolase
aus der Lichtzerstreuung

M = 66 ooo [g/Mol].

Quecksilberbestimmung (gemeinsam mit W. LUTTGENS)

Vor der Quecksilberbestimmunghaben wir die Quecksilberenolasekristalle mehrmals,
lingere Zeit in schwach ammoniakalischer, 0.65 gesittigter Ammonsulfatlésung ge-
waschen.

Zur Analyse benutzten wir die extraktive Titration mit Dithizon nach FiscHER und
Leororpi, die trotz ihrer grossen Empfindlichkeit makroanalytischen Titrationen an
Zuverldssigkeit kaum nachsteht.

o0.55 ml Kristallsuspension, enthaltend 12.0 mg Enolase (spektralphotometrisch bestimmt), wurden
mit 0.3 ml konzentrierter Schwefelsdure unter wiederholtem Zusatz von rauchender Salpetersiurc
iiber dem Sparfiimmchen bis zu klarer, farbloser Losung verascht.

Nach dem Vertreiben der Salpetersiure wurde mit Wasser auf 10 ml verdiinnt und im Scheide-
trichter portionsweise mit 7 ml Dithizonlosung nach FiscHER und LreoroLpI bis zu konstanter
Griinfarbung extrahiert. Zu den gesammelten Extrakten wurden weitere z ml Dithizonlésung ge-
geben und geschiittelt (notwendige, geringe Anderung gegeniiber der Vorschrift), dann war alles
Quecksilber mit Dithizon gesdttigt (Hg(Dithizon),).

Die Riicktitration geschah nach der Vorschrift. Die Reagenzien waren schwermetallfrei. Stérende
Schwermetalle waren nicht zugegen.

12 mg Quecksilberenolase verbrauchten 6.9 ml Dithizonlésung entsprechend 37.7 y
Hg. Das bedeutet, dass in 64 000 g Enolase ein Grammatom Quecksilber enthalten ist.

In einer anderen Priparation kristallisierter Quecksilberenolase fanden wir 68 ooo g
Enolase/Grammatom Hg.
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Dichte und Brechungsindex des Enolaseproteins

Kristallisierte Quecksilberenolase wurde nach der Vorschrift von WARBURG und
CHrisTIAN durch Umsetzung mit Kaliumcyanid von Quecksilber, durch siebentitige
Dialyse von Salzen befreit. Es wurden die Dichten (Mikropipette nach PREGL) und die
Refraktionsindizes (Ostwarscher Doppeltrog des PULFRICH-Refraktometers) von Aussen-
und Innenfliissigkeit des Dialysators bestimmt. Bei der Berechnung des Brechungsindex
wurde angenommen, dass sich in Losungen die spezifischen Refraktionen addieren,
worauf PutzEvs und BrosTEAUX! aufmerksam gemacht haben. Den Verlauf der Be-
stimmung und'die bestimmten Konstanten sind Tabelle IV zu entnehmen.

Lichtzerstrewung von Enolaseprotein

Reines Enolaseprotein ist, wie auch die langen Dialysenzeiten zeigen, in wéssriger
Losung sehr bestdndig. Ich hatte keine Schwierigkeiten bei den Messungen. Die gemes-
senen Werte sind in Abbildung 1 aufgetragen. Sie stimmen innerhalb der Fehlergrenzen
mit den Werten der Quecksilberenolase iiberein.

TABELLE IV
DICHTE UND REFRAKTIONSINDEX DES ENOLASEPROTEINS IN WASSRIGER LOsUNG

Dialysat Aussenfliissigkeit
Trockengew. [g/ml] . . . . . . 14.6-10-2 (C) 0.005-10™2
Dichte [g/ml}] . . . . . . .. 1.001416 (A) 0.997530 (B)
Refraktionsindex (4 = 546 my) . 1.33703 (nr) 1.33432 (no)

CB
d = BLC—_A_ 1.358 g/ml

n—1 d fn?—1 (1 _9_) no*—1 -0
42 C |[n?+42 d/no*+ 2 = 0-3479
n®6 = 1.612

TABELLE V

SPALTUNG VON ENOLASE UND RESYNTHESE MIT
AMMONSULFAT, KRISTALLISATIONSREIFE ENOLASE
8 TAGE GEGEN WASSER DIALYSIERT

¢ = 3.16-1073 g/ml STANDARD 20/145

Zusidtze zu 8 ml Versuchslésung ] I c
s
— 0.180-10%

0.013 ml 2n Essigsdure

nach 2 Minuten. . . . . . 0.059-10°

nach 1o Minuten . . . . . . 0.057+10%
0.013 ml 4n Ammonsuifat

nach 1 Minute . . . . . . 0.183-10°

nach 15 Minuten . . . . . . 0.178-10%

Spaltungsversuche

Sdure (0.01 ml 2n Essigsiure) und Mangansulfat (n/ro Losung) werden in dem in
Litevatur S. 476.
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Abbildung 2 dargestellten Versuch unmittelbar vor der Photozelle in den Versuchstrog
gegeben. Man kann dann die Spaltung und Resynthese, die nahezu augenblicklich er-
folgen an den Spriingen des Galvanometerzeigers verfolgen. Da die Konzentration
wihrend des Versuchs konstant bleibt, verhalten sich die Ausschlige zu einander wie
die mittleren Molgewichte.

Es sei noch darauf hingewiesen, dass sich durch den Elektrolytzusatz der P,; Wert
nicht dndert, dass also die Resynthese ein reiner Salzeffekt ist.

Ein Versuch, bei dem die Resynthese mit Ammonsulfat bewirkt wird, ist in Tabelle V
eingetragen. An diesen Versuch schliesst sich der Ultrazentrifugenversuch an, der in
Abbildung 3 dargestellt ist.

ZUSAMMENFASSUNG

Das Molekulargewicht, das aus der Lichtzerstreuung fiir die kristallisierbare Quecksilberver-
bindung des Girungsferments Enolase bestimmt wird, stimmt fiberein mit den Werten, die mit drei
anderen Methoden gefunden worden sind.

Freies Enolaseprotein ist unter bestimmten Bedingungen in kleinere Einheiten spaltbar. Unerliss-
lich dafiir ist Abwesenheit von Elektrolyten in der Lésung. Die restitutio ad integrum gespaltener
Enolase wird bewirkt durch den Zusatz geringer Elektrolytmengen.

SUMMARY

The molecular weight of the crystalline mercury compound of the enolase calculated from the
measurement of light scattering, is found to agree with the values given by three other methods.

Free enolase protein can be split, under certain conditions, into smaller units provided that
electrolytes are absent from the solution. The re-association of split enolase is brought about by
the addition of small quantities of electrolytes.

RESUME

Le poids moléculaire de la combinaison cristallisée de 1’énolase et du mercure, déterminé grice &
la diffusion de la lumidre, correspond 2 celui que ’on peut obtenir a 1'aide de trois autres méthodes.

La protéine de I'énolase, & 1’état libre, peut &tre scindée, dans certaines conditions, en unités
plus petites. Cette scission nécessite 1’absence d’électrolyte dans la solution. L’énolase ainsi scindée
peut étre reconstituée sous sa forme initiale par addition de faible quantité d’électrolyte.
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