
VOL. 1 (1947) BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 467 

I~IBER DAS M O L E K U L A R G E W I C H T  D E R  ENOLASE* 

v o n  

T H E O D O R  B O C H E R  

Kaiser Wilhelm Institut fi~r Zellphystologie, Liebenberg (Mark), Deutschland 

I. UBERSICHT 

PUTZEYS und BROSTEAUX 1 haben gezeigt, dass man aus der molekularen Licht- 
zerstreuung das l~olekulargewicht yon Proteinen erhalten kann. Ich babe es lmter- 
nommen, diese Nfethode auf eirdge der Giirungsfermente 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 babe. 

Q uec ksilber enolase : 

Ellolase, dasjenige Ferment der G~ullgskette, das (als Magnesium-, Zink- oder 
Manganproteid) die ilmere Dismutation von 2-PhosphoglyzerinsAme zu 2-Phosphoellol- 
brenztraubellsAure katalysiert, ist 1941 roll WARBURG und CHRISTIAN 3 als Quecksilber- 
verbindullg kristaUisiert worden. 

Diese Quecksilberenolase habe ich als Versuchsobjekt gew~lt ,  da sie als kristalli- 
sierter MetaUkomplex die M6glichkeit bietet, das mit der optischer~ Methode bestimmte 
Molekulargewicht (Abb. I) dutch Quecksilberanalysen zu kontrollieren. 

Eine weitere M6glichkeit der Kontrolle bietet der Schwefelgehalt des Proteins, der 
niedrig ist und daher gestattet zwischen wenigen Vielfachen eines hohen Grundwertes 
zu w~ihlen. 

Schliesslich hat Herr Dr G. BERGOLD in Ludwigshafell liebenswfirdigerweise die 
Sedimentatiollskonstallte und Diffusionskonstante der Quecksilberellolase gemessen. 

Tabelle I zeigt die Werte, die so auf vier verschiedenen Wegell fiir die Queck- 
silberenolase erhalten worden sin& Sie stimmell tiberein. 

T A B E L L E  I 

. -~OLEKULARGEWICHT DER ENOLASE NACH VERSCHIEDENEN 
METHODEN 

Methode  M ol eku l a rgewi ch t  

L i c h t z e r s t r e u u n g  . . . . . . .  
Q u e c k s i l b e r b e s t i m m u n  g . . . .  

(I G r a m m a t o m  Hg)  
E l e m e n t a r a n a l y s e  8 . . . . . .  

(8 G r a m m a t o m e  S) 
S e d i m e n t a t i o n  und  Diffusion * . . 

66 ooo 
64 000-68 ooo 

67 300 

63 700 

* Vorl~iufige M i t t e i l u n g :  Angew. Chemie, 56 (I943) 328. 
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Bei dem Ergebnis ist bemerkenswert, dass das Enolasemolektil nur ein Atom 
Quecksilber binder. Dies legt den Gedanken nahe, class das Quecksilberatom an der 
Wirkungsstelle des Fermentproteins gebtmden wird. WARBURG ulld CHRISTIAN haben im 
halbquantitativen Versuch gemessen, dass die wirkende Enolase ein Grammatom Mag- 
nesium in 52 ooo g Eisweiss enth~ilt ~. 

Freies Enolaseprotein in elektrolythaltigen LSsungen 

Aus der Quecksilberenolase, die selbst katalytisch unwirksam ist, erhiilt man nach 
der Vorschrift yon WARBURG ulld CHRISTIAN 2 durch Umsetzung mit Kaliumcyanid und 
Dialyse das freie, undenaturierte Fermentprotein, das ill Gegenwart von Magnesium- 
salzen optimale katalytische Wirksamkeit zeigt. 

In Abbildung I ist die spezifische Lichtzerstreuung dieses K6rpers, gel6st in m/5o 
Pyrophosphat, gegen die Konzentration aufgetragen. Die Werte liegen auf derselben 

d j= .¢ "tO "~ 

0:30 

Abb. I. Spezifische Lichtzerstreuung von Quecksil- 
berenolase (Punkte) in m[Io Ammonazetat-Ammoniak 
(PH = 8.25) und spezifische Lichtzerstreuung yon freier 
Enolase (Kreuze) in m/5o Pyrophosphat (PH = 7.6) • 

{110 (Standard 2o]i45 ) 
0 ! 2 3 d 5¢[e/m~. tO ~7 limc__>o J-J--Js c = 0"225" Io', K = 8.85, F = 33.I: M = 66 ooo 

Kurve wie die der Quecksilberverbindung. Ich erhalte also aus meinen Messungen fox 
freie Enolase denselben Grenzwert der spezifischen Lichtzerstreuung und damit auch 
das gleiche YIolekulargewicht* wie fiir Quecksilberenolase, was zu erwarten war, da 
Quecksilber nut  einen geringen prozentualen Gewichtsanteil (3°]oo) am Moleldil hat. 

Bei allen Situregraden, die das Fermentprotein nicht denaturieren, misst man die 
gleichen Werte fox die spezifische Lichtzerstreuung. In elektrolythaltigen L6sungen ist 
also Enolase durch S~iurewirkung nicht in kleinere Einheiten spaltbar. 

Spaltung des Enolaseproteins in elektrolytfreien L6sungen 

Grundsiitzlich anders ist das Verhalten desselben KSrpers in ausdialysierten 
L6sungen. 

Bereits bei der Dialyse, bei der sich das schwach saute PH der Ulngebung des 
isoelektrischen Punktes einstellt, sinkt die spezifische Lichtzerstreuung auf s/5 des 
Wertes (PH = 5.2), den ich beim gleichen PH in salzhaltiger L6sung messe. 

Siiuert man weiter an, dann erreicht man bei PH 4 einen Grenzwert fOx die Licht- 
zerstreuung der 26 % des Wertes betriigt, den ich beim gleichen PH und bei gleicher 
Proteinkonzentration in salzhaltiger L6sung messe. 

Nimmt man an, dass bei Erreichen des Grenzwerts das Protein wieder monodispers 
ist, daml betr~igt das Molekulargewicht 17 ooo g/Mol. Dies bedeutet, dass die Enolase in 
salzfreier L6sung in 4 Teile spaltbar ist. 

Die Wiedervereinigtmg der Spaltstiicke geschieht bei Zusatz geringer Elektrolyt- 
mengen zur Versuchsl6sung (Abb. 2). Bereits eine Konzentration von m/4ooo Mangan- 

• Ober die Extrapolation und die formelmiissigen Zusammenh~iaxge 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 h6heren Konzentrationen. 

Mehrere Befunde sprechen da- 
gegen, dass der Effekt der Resyn- 
these durch eine Denaturierung des 
Fermentproteins vorget~iuscht wird: 
r. Die Lichtzerstreuung geht bei 

Elektrolytzusatz nicht fiber den 
Anfangswert hinaus. 

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

3. Schleudert man die Versuchs- 
16sung nach der Resynthese auf 
der Ultrazentrifuge und hebert 
einen Becher ffaktioniert aus, 
dann zeigen die einzelnen Frak- 
tionen gleiche spezifische Licht- 
zerstreuung (Abb. 3). 

4. Das resynthetisierte Enolase- 
prliparat ist katalytisch wirksam. 

F. B. STRAtm hat 194 3 mitge- 
teilt 6, dass die Polymerisation eines 
Kugelproteins zu Fadenmolekfilen, 
die Aktivierung von Aktin, dutch 
Elektrolytzusatz bewirkt wird. An- 

PH=5.8 

pH= 4.3 

Js-J'~-.c " lO-s 

/ °" 

° I 
o 2 4 

-7 
/ • 

8 10 12 14 
M,, so,[Molo/,,,i].1o" 

Abb. 2. Spaltung durch Ans~iuern (links der Ordinate) 
und P, esynthese durch Elektrolytzusatz (rechts der 
Ordinate) yon Enolaseprotein. Fermentpriiparat: Kris- 
tallisationsreife Enolase 8 Tage dialysiert, ultrazen- 
trifugiert. Konzentration 3.24.io-* g/mL Ordinate: 

spezifische Lichtzerstreuung 

siiuern wirkt im gleichen Sinne wie Salzzugabe. Der Vorgang der Aktinaktivierung ist 
also, was den Salzeffekt anbetrifft gleichgerichtet, was 
die Wirkung der Wasserstoffionen anbetrifft invers zur 
Spa/tung der Enolase. 

. . . . . . . . .  c=I8.s~ ~ . . . . . . . . .  Es sei darauf hingewiesen, dass das Enolasemolekfil 

"1=°"1831°3 2ml I c=0.82.Co nur ein Quecksilberatom bindet, dass man angesichts 
J,.c der Spaltbarkeit des Molekiils in vier Teile fragen 

. . . . . . . .  ' . . . . . . . . .  muss, ob die Spaltstficke eirdleitlich sin& Dafiir spricht 

c=22.4 m" 
,1=0.782.103 m. c=co 

J,=.c 2ml 

c = 3 3 ~ i  
c=1.28.c o 

Abb. 3. E~heitliehe Sedimentation 
eines resynthetisierten Enolase- 
pr~parates auf der pr~parativen 
Ultrazentrifuge (I5 Minuten 5o ooo 
Touren/Minute). Zur Messung der 
Lichtzerstreuung wurden die bei- 
den obersten Fraktionen mit Was- 

s er fi3nffach verdSnnt 

L i t e m ~ v  S. 476. 

die glatte Resynthese. Dann miisste das Quecksilber- 
atom zentral gebunden sein. Fragen, die den Ansatz- 
punkt for kiinftige Versuche abgeben. 

A usbau der M e t h o d i k  

Aus praktischen und theoretischen Grfinden babe 
ich reich bemiiht, die Empfindlichkeit der Messullgen bis 
an die dutch die Eigenstreuung der L6sungsmittel ge- 
setzte Grenze zu steigern. Dies gelingt dutch Benutzung 
I. einer LichtqueUe holler Leuchtdichte und ldeiner 

Abmessung, die einen scharf begrenzten und inten- 
siren Primlirstrahl zu erzeugen gestattet ; 

30 
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2. eines einfachen, aber sehr empfindlichen Empf~ingers ffir die Sekund~rstrahlung, der 
erlaubt, die 0ffnung genfigend klein zu halten, so dass kein fMsches Licht auf die 
Photozelle gelangen kann. 

Verunreinigungen dutch grobe Teilchen sind die ernsteste Quelle yon Fehlern bei 
der optischen Molekulargewichtsbestimmung. Sie ist methodisch bedingt, da die Licht- 
zerstreuung mit dem Quadrat des Teiichenvolumens steigt, die l~fittelwertsbilclung also 
nicht arithmetisch ist, sondern jedem Teilchen das statistische Gewicht seines Mol- 
gewichts zukommt. 

Besonders gef/ihrlich sind mir Verunreinigungen durch geringe Mengen hochmole- 
kularer, denaturierter Eiweisssubstanz geworden, die beim Aufl6sen der Eiweissnieder- 
schl/tge, besonders der Trockenpr~parate, weniger der Kristallsuspensionen entstehen. 

Bei einem Molekulargewicht der Gr6ssenordnung lO 7 senken sich diese nicht auf 
schnellaufenden Laboratoriumszentrifugen. Ich fand keine Proteinl6sung g/inzlich frei 
davon und habe deswegen die Substanzen nach dem L6sen stets dem Schwerefeld einer 
pritparativen Ultrazentrifuge solange ausgesetzt, bis das zu untersuchende Protein selbst 
zu einem Zehntel niedergeschlagen war. 

Durch fraktioniertes Abpipetfieren (Abb. 3) oder dutch Wiederholung der Prozedur 
(Tabelle n) habe ich mich vonder  Einheitlichkeit der Pr~parate tiberzeugt. 

TABELLE II  
W I R K U N G  DER U L T R A Z E N T R I F U G A T I O N  AUF  DI E  SPEZIFISCHE L I C H T Z E R S T R E U U N G  VON 

PROTEINLOS U N G E N  

Protein . . . . . . . . . .  ]Reduzierendes Muskel-G~,rungs- Oxydierendes G/irungsferment 
ferment (KuBOWlTZ U. OTT s) (WARBURG U. CHRISTIAN 7) 

Pr iiparat . . . . . . . . . .  Trockenpulver aus dialysierten Kristallsuspension in Ammon- 
Kristallen sulfatl6sung 

L6sungsmittel . . . . . . .  m/4o Phosphatpuffer PH = 7.2 m/2o Pyrophosphatpuffer 
PH = 7.3 

Spez. Lichtzerstreuung nach: 
Laboratoriumszentrifuge, 20 Mi- 

nuten, I5 ooo Touren/Minute 
Ultrazentrifuge, 15 Minuten, 

5 ° ooo Touren/Minute 
Wiederholung der Ultrazentri-  

fugation . . . . . . . . .  

7.9" 1 °8 

2.82 • i o  3 

2.88. lO 3 

3.33" IO~ 

3.27. lO 3 

2. METHODE 

D a s  P r i n z i p  d e r  y o n  m i r  a n g e w a n d t e n  M e t h o d e  ist  das  g le iche  wie  bei  PUTZEYS 
und  BROSTEAUXI: Verg le i ch  d e r  q u e r  z u m  P r i m ~ r s t r a h l  z e r s t r e u t e n  I n t e n s i t ~ t  d e r  Ver-  
s u c h l 6 s u n g  m i t  d e r  e ines  G l a s s t a n d a r d s .  

D e n  Q u o t i e n t e n  d iese r  I n t e n s i t ~ t e n  d i v i d i e r t  d u t c h  die K o n z e n t r a t i o n  des  Kol lo ids  

J 
Lc 

(J  = P h o t o s t r o m  m i t  d e r  Versuchs]6sung,  .Is = P h o t o s t r o m  m i t  d e m  S t a n d a r d ,  
c - -  K o n z e n t r a f i o n  des  Ko l lo ids  [g/ml] ) 

n e n n e  ich spezif ische L i c h t z e r s t r e u u n g .  

Literatur S. 476. 
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Wie in der nachfolgenden Arbeit er6rtert wird, ist der Grenzwert dieser spezifischen 
Lichtzerstreuung ffir die Konzentration Null unabh~ingig v o n d e r  Gestalt der Teilchen 
proportional dem Molekulargewicht; 

M = K . F . l i m  J 
c-~o Js.c 

F = d ] 2 5  
no - -  

+ 

(M = Molekulargewicht, n, no = Refraktionsindizes von Kolloid und L6sungsmittel, 
d = Dichte des Kolloids [g/M]). 

Die Apparaturkonstante K wird, wie weiter unten beschrieben, durch Eichung des 
Standards mit Edestin ermittelt.  Ffir den in dieser Arbeit verwendeten Standard 2o/145 

finde ich (Tabelle III) K = 8.85 [ml/Moi] 

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 TabeUe III  enthalten, die die Eichung des Standards mit L6sungen von 
Edestin beschreibt. 

Abb. 4. Versuchsapparatur: A Ver- 
suchstrog, B Lampengeh~iuse (iiber- 
deckt auch den Kondensor),C Emp- 
f~,nger (Photozelle und Gleichstroln- 
verst~rker), D Polarisationsphoto- 
meter (zum Messen der Depolarisa- 
tion), E Glasstandard (von gleichen 
Abmessungen wie der Versuchstrog), 
F Lichtfilter fiir ~ = 54 6 m/~, G 
Ableitung zum Spiegelgalvanometer 
(ZERNICKE Typ B), H weitere Ver- 

suchstr6ge 

Literatur S. 476. 
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Strahlengang 
Als Lichtquelle dienen Quecksilberh6ehstdrueldampen (Typ HBO der Osram Studiengesellsehaft 

m.b.H.), cleren wenig ausgedehnter, sehr intensiver Lichtbogen gestattet ,  einen scharf begrenzten 
Lichtstrahl hoher Leuchtdichte zu erzeugen. Bei einiger Erfahrung (Betrieb aus einem kr~ftig 
dimensionierten Gleiehstrom-Drehstrom Umformer, der die Netzsehwankungen puffert) gelingt es 
diese Lampen ohne alle kurzfristigen IntensitAtssehwankungen brennen zu lassen. 

Die grfine Queeksilberlinie babe ich mit SCHOTTschen Glasfiltern isoliert (BGI 8.3mm; BGI I. 16 mm ; 
GGI4.2 ram). Die Blende vor dem Versuehstrog hat  seharfe Sehneiden (Rasierklingen). 

Empfanger 
Den Empf~tnger ffir das Streulicht hat  

i " '  . 

~T114 

CsKMt22 
Abb. 5. 

Schaltschema des Gleichstromverstiirkers 

G 

+SV 

Herr Ing. KLICH (Optische Inst i tut  der TH Berlin) kon- 
struiert  und erbaut. Er ist ein Aggregat aus einer 
Alkalizelle (CsK MI22 Vakuum yon PRESSLER, Leipzig) 
und einem Gleichstromverstiirker (zwei Elektrometer- 
r6hren TII  4 in Briickenschaltung) (Abb. 5). 

Er wird aus einem 8 Volt Akkumulator betrieben. 
Die Handhabung ist nicht wesentlich komplizierter als 
bei einem Photoelement. Die Empfindlichkeit ist jedoch 
um Gr6ssenordnungen h6her. Der Photostrom ist im 
Gebiet zwisehen IO -e und I O -z Lumen proportional den 
einfallenden Intensitgten.  Durch Blenclen uncI ein 
einfaches Objektiv ist dafiir gesorgt, dass Lieht yon den 
Durchtrittsstellen des Prim/~rstrahles durch die Trog- 
wandungen nicht cIirekt in den Empf/~nger gelangen 
kann. 

Depolarisationsmessungen 
Eine Einrichtung zum Messen yon Depolarisationen 

der gestreuten IntensitAten habe ich aus dem Kopf 
eines K6NIG-MART~Nsschen Spektralphotometers (ent- 
haltend Nikol uncI HollAndisches Fernrohr) und einem 
Quarz-Wollastonprisma der Firma Bernhard Halle, 
Berlin Steglitz, zusammengestellt. Sie gestat te t  Beobach- 
tungen des Streukegels mit  und ohne seinen natfirlichen 
Hintergrund. Ich habe verzichtet,  Korrektionen f6r die 

Depolarisation an raeinen Werten anzubringen, cla es schwer ist, Depolarisationen fehlerfrei zu 
messen und die Korrektionen innerhalb der allgemeinen Fehlergrenze, die immerhin mit  15 % zu 
veranschlagen ist, liegen. 

Vorbereitung der L6sungen 
Es erforctert einige Obung, Versuchsl6sung und Versuchstr6ge staubfrei zu erhalten. Rout inem~sig  

wurden die L6sungen dreifach konzentrierter,  als ffir den Versuch ben6tigt, IO Minuten im 17o ooo 
fachen Schwerefeld einer pr/iparativen Ultrazentrifuge geschleudert. Die Anlaufzeit betrug 2o 
Minuten, die Breraszeit 35 Minuten. Aus Abbildung 3 ersieht man cIie Konzentrationsverh~ltnissc, 
die sich dabei einstellen. 

Nach der Verdfinnung auf die gewiinschte Konzentrat ion werden die L6sungen nochmals 15 
5Iinuten in verdeckelten Bechern auf der hochtourigen Laboratoriumszentrifuge (i 5 ooo Touren/ 
~finute) geschleudert und dann unmittelbar in die Versuchstr6ge dekantiert .  

Sind die L6sungen einmal ultrazentrifugiert,  dann bleibt im allgemeinen ihre Lichtzerstreuung 
fiber 1/i~gere Zeitr/iume konstant.  

VersuchstrOge 
Die Versuchstr6ge (Innenmass 2 × 2 X 3 era) sind siiurefest aus Spiegelglas gekittet.  Sie werden 

vor jedem Versueh einige Minuten in warme Biehromat-Sehwefels~ture getaucht, grfindlieh gespfilt 
und (ohne dass die Fl~i~hen beriihrt werden) in einen leeren Exsieeator gestellt und dureh Evakuieren 
desselben mit  der Olpumpe getrocknet. Die Tr6ge halten diese Behandlung hundertmal aus, dann 
bekommen sie Risse in den Kittflii6hen. 

Lichtbrechung des L6sungsmittels 
Der Kolloid befmdet sich in den Versuehsl6sungen in so geringer Konzentration, dass ich die 

Liehtbreehung des L6sungsmittels derjenigen tier L6sung gleiehgezetzt habe. Letztere bestimme 
ieh unmittelbar naeh dem Streuversueh, indem ich den Versuchstrog mit etwas Glyzerin auf die 
Flintglashalbkugel eines Abbeschen KristaUrefraktometers kitte.  Zur Elimination eventueller 
UnparaUelit~ten des Trogbodens, durch den hindurch gemessen wird, wird die Halbkugel zu einer 
zweiten Ablesung zusammen mit  dem Trog um 18o ° gedreht. 

Literatur S. 476. 
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Eigenstreuung der L6sungsmittel, Empfindlickkeitsgrenze der Methode 

I m  S t r e u v e r s u e h  add i e r t  s ieh zu r  L i c h t z e r s t r e u u n g  des  Kolloids diejenige des  L 6 s u n g s m i t t e l s .  Diese 
wi rd  i m  L e e r v e r s u c h  m i t  d e m  S t a n d a r d  ve rg l i chen  u n d  s u b s t r a h i e r t .  

_ L  = j + i  i 
J~ Js J~ 

(i = P h o t o s t r o m  m i t  r e i n e m  L 6 s u n g s m i t t e l )  
Mi t  S t a n d a r d  zo / i45  habe  ich  Ifir m e h r f a c h  zen t r i fug ie r t es ,  des t i l l i e r tes  Wasse r  gemessen  

i 
Js - -  0.05 

was  be im E i n s e t z e n  de r  e n t s p r e c h e n d e n  K o n s t a n t e n  in die F o rme l  z u m  sche inba ren  Moleku la rgewich t  
10 [g/Mol] ffihrt .  

Aus  S icherhe i t sgr / inden  habe  ich  m i r  zu r  Regel  g e m a c h t ,  dass  die  G e s a m t l i c h t z e r s t r e u u n g  der  
L 6 s u n g e n  n i eh t  ger ingere  W e r t e  a n n e h m e n  soll, M s ' d e n  z e h n f a c h e n  B e t r a g  de r  E i g e n s t r e u u n g  des  
L 6 s u n g s m i t t e l s .  Dies  e rg ib t  die  t e c h n i s c h  m6gl iche  Grenze  de r  Verd i innung .  Sie i s t  abh i ing ig  yore  
Mole lmla rgewich t  tier Subs t anz .  Fiir  E d e s t i n  (M = 3oo ooo) l i eg t  s ie bei o. 4 IO - s  [g/mlj .  Der  m i t t l e r e  
T e i l c h e n a b s t a n d  in e ine r  so lehen  L 6 s u n g  i s t  n i c h t  gr6sser  als  1/5 g. 

Eichung der Standards (ApparaturkonstanCe K) 

G l a s s t a n d a r d s  m i t  s e h r  feiner,  h o m o g e n e r  Tr i ibung  v e r d a n k e  ich der  F r e u n d l i c h k e i t  yon  Her rn  
Dr  KLEMM (Jenaer  Glaswerk  S cho t t  & Gem),  der  d iese  in den  gle ichen A b m e s s u n g e n  wie die Ver-  
suchs t r6ge  ffir m ich  a n f e r t i g e n  liess. 

Die S t a n d a r d s  w u r d e n  m i t  e iner  L 6 s u n g  von  k r i s t a l l i s i e r t em E d e s t i n  geeicht .  Dabe i  habe  ich das  
Moleku la rgewich t  des  E d e s t i n s  m i t  3o0 ooo g]Mol angese t z t ,  ein W e f t ,  d en  He r r  Dr  G. BERGOLD l 
a n  m e i n e m  P r g p a r a t  g e m e s s e n  ha t ,  u n d  der  d u r c h  die  B e s t i m m u n g  zah l re icher  AminosAuren  d u r c h  
A.  C.  C H I B N A L L  9 ges icher t  ist .  

E d e s t i n  w u r d e  n a c h  de r  Vorschr i f t  yon SVEDBERG u n d  SXAMM x° darges te l l t .  Zur  Umkr i s t a l l i s a t i on  
babe  ich 5 g Edes t ink r i s t a l l e  bei  45 ° in e iner  MLschung yon  225 ml  2 % NaC1, 3.3 ml  m]5 N a t r i u m -  
p y r o p h o s p h a t  u n d  o.I15 ml  n HC1 (PH = 7.9) gel6s t  u n d  n a c h  Z u s a t z  yon  e twas  Super  Cel d u r c h  
eine vorgew~ixmte N u t s c h e  bei  ganz  ge r i ngem S augen  in e inen  a n g e w g r m t e n  S tu t zen  fi l tr iert .  Be im 
l a n g s a m e n  Ableahlen b e g i n n t  die Kr i s t a l l i sa t ion  bei  37 °. Bei  28 ° wi rd  dekan t i e r t ,  das  o b e n s t e h e n d e  
ganz  l a n g s a m  a u f  o ° gek~h l t  u n d  die  Kr i s ta l le  abzen t r i fug ie r t .  

Die Ope ra t i on  w u r d e  m e h r m a l s  wiederhol t ,  d a n n  die  Kr i s t a l l e  u n t e r  2 % NaCI im  E i s s c h r a n k  
au f  bewahr t .  

Die K o n z e n t r a t i o n s b e s t i m m u n g e n  der  E.des t in l6sungen habe  ich  op t i s ch  durchgef f ihr t .  Der  
Absorp t ionskoe t t i z ien t  bei A = 28o r r~  be t rAgt  

fl2s0 = 0.363 [cm2/mg KJELDAHL-Stickst0fl] = x.96 [cm2/mg Edes t in ]  

T A B E L L E  I I I  

~ P P A R A T U R K O N S T A N T E  K AUS DER S P E Z I F I S C H E N  L I C H T Z E R S T R E U U N G  VON E D E S T I N  

D I E  STAMMLOSUNG W U R D E  ULTRAZENTRIFUGIERT,  D I E  E I N Z E L N E N  V E R D U N N U N G E N  15 M I N U T E N  BEI 
15 0 o o  T O U R E N / M I N U T E  Z E N T R I F U G I E R T  U N D  IN DIE  M E S S T R S G E  D E K A N T I E R T  

L6SUNGSMITTEL: 6.0 g NaC1; 4.0 ml  m/5  NaiPsO~;  o.15 ml  n HC1 in  ioo  ml  H ,O  
n = 1.6oo; n o = 1.3443 ; d = 1.343 [g/ml] ; F = 37.15 

M = 30o ooo [g/Moll 
S T A N D A R D  2o/I45 

C 

[g/ml] 

1.85 1o -a 
0.994 IO -8 
o.618 lO -8 
o.366 io  --8 

J + Js 
[Ga lvanome t  e raussch lag  cm; 

43.5 24.4 
23.8 24.4 
15.I 24. 4 

9.4 24.4 

j + i  

Js 

1.785 
0.975 
o.618 
0.385 

i 

Js 

o.049 
0.049 
0.049 
o.049 

J 
J$  • C 
ml /g  

0.939" Io 3 
o .932.1o  8 
o .921.1o  3 
O.918.IO a 
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K = 
3 0 0  OOO 

o.915.1oS.37.15 
= 8.83 [ml/Mol] 

l im ~ = o.915. Io 3 
C - ~  O J s  C 



474 TH. BOCHER VOL l (1947) 

3" MESSUNGEN 

Lichtzerstreuung der Quecksilberenolase 

Gel6ste Quecksilberenolase ist nur bei schwach alka]ischem PH bestLudig. Ich 
w/ihlte ffir die Lichtstreuversuche m/ io  Ammonazetat-Ammoniak-Puffer vom PH = 8.25 
und ultIazentlifugierte kalt. Infoige Denaturierung steigt die Lichtzerstreuung bei 
Zimmertemperatur langsam an (I % in IO 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 i gegen die Konzentration aufgetragen. Die Protein- 
konzentrationen wurden aus der Lichtabsorption bei 280 m/~ errechnet. Dazu wurde der 
Absorptionskoeffizient der freien Enolase fl280 = 2.02 [cm2/mg] benutzt. 

Der Grenzwert der spezifischen Lichtzerstreuung betr/igt 

l i r a  J : 0.225. lO 3 
c .---~ o Js C 

Zur Berechnung des Molekulargewichts ist man, wie bei der Konzentrationsbestim- 
mung, gezwungen, die Konstanten der freien Enolase zu benutzen, da sich Quecksilber- 
enolase ohne v61/ige Denaturierung nicht dialysieren 1/isst, was ffir die Bestimmung 
von Trockengewicht, Dichte und Brechungsindex erfordeflich ist. Es ist nicht anzu- 
nehmen, dass dutch dieses Vorgehen ein wesentlicher Fehler entsteht da bei der Gr6sse 
des Proteinmolekfils Quecksilber analytisch nur den Anteil einer Verunreinigung hat. 
Der Refraktionsindex des L6sungsmittels betrug no = 1.335 und man errechnet mit 
n = 1.612, d = 1.358: F = 33.1. Ftir den verwendeten Standard 2o/145 betr/igt 
K ----- 8.83. Aus diesen Daten ergibt sich das Molekulargewicht dei Quecksilberenolase 
aus der Lichtzerstreuung 

M = 66 ooo [g/Moll. 

Quecksilberbestimmung (gemeinsam mit W. LOTTGENS) 

Vor der Quecksilberbestimmunghaben wir die Quecksilberenolasekristalle mehrmals, 
15,ngere Zeit in schwach ammoniakalischer, o.65 ges~tttigter Ammonsulfatl6sung ge- 
waschen. 

ZuI Analyse benutzten wir die extraktive Titration mit Dithizon nach FISCHER und 
LEOPOLDI n ,  die trotz ihrer grossen Empfindlichkeit makroanalytischen Titrationen an 
Zuverliissigkeit kaum nachsteht. 

o.55 ml  Kr i s ta l l suspens ion ,  e n t h a l t e n d  12.o m g  Enolase  ( spek t r a lpho tome t r i s ch  b e s t i m m t ) ,  w u r d e n  
m i t  0. 3 ml  k o n z e n t r i e r t e r  Schwefels/~ure u n t e r  w i e d e r h o l t e m  Zusa t z  von  r a u c h e n d e r  Salpetersg, urc  
fiber d e m  Spar f l i immchen  bis  zu klarer ,  farbloser  L 6 s u n g  ve rasch t .  

N a c h  dem Ver t re iben  der  Salpetersi ture wurde  m i t  W a s s e r  a u f  io ml  verdf inn t  u n d  im Scheide- 
t r i c h t e r  por t ionsweise  m i t  7 ml  D i t h i zon l 6 sung  n a c h  FISCHER u n d  LEOPOLDI bis zu k o n s t a n t e r  
Gr f in fg rbung  e x t r a h i e r t .  Zu den  g e s a m m e l t e n  E x t r a k t e n  w u r d e n  wei te re  2 ml  D i th i zon l6 sung  ge- 
geben  u n d  gesch i i t t e l t  (notwendige,  ger inge ~ n d e r u n g  gegeniiber  der  Vorschrif t ) ,  d a n n  war  al les 
Quecks i lber  m i t  D i th i zon  ges / i t t ig t  (Hg(Dithizon)z) .  

Die R i i ck t i t r a t ion  ge schah  nach  der  Vorschr i f t .  Die R eagenz i en  wa ren  schwermeta l l f re i .  S t6rende  
Schwermeta l l e  w a r e n  n i ch t  zugegen.  

12 mg Quecksilberenolase verbrauchten 6. 9 ml Dithizonl6sung entsprechend 37-7 
Hg. Das bedeutet,  dass in 64 ooo g Enolase ein Grammatom Quecksilber enthalten ist. 

In einer anderen Pr~tparation kristallisierter Quecksilberenolase fanden wit 68 ooo g 
Enolase/Grammatom Hg. 
Literatur S. 476. 
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Dichte und Brechungsindex des Enolasel~roteins 

Kristallisierte Quecksilberenolase wurde nach der Vorschrift  von WARBURG und 
CHRISTIAN durch Umsetzung mit  Kal iumcyanid  von Quecksilber, durch siebent~itige 
Dialyse von Salzen befreit. Es wurden die Dichten (Mikropipette n a c k  PREGL) und  die 
Refraktionsindizes (OsTWALscher Doppel t rog des PULFRICH-Refraktometers) yon  Aussen- 
und Innenfltissigkeit des Dialysators  best immt.  Bei der Berechnung des Brechungsindex 
wurde angenommen,  dass sich in L6sungen die spezifischen Reffakt ionen addieren, 
worauf  PUTZEYS und  BROSTEAOX 1 aufmerksam gemacht  haben.  Den Verlauf der  Be- 
s t immung u n d d i e  bes t immten Kons tan ten  sind Tabelle IV zu entnehmen.  

Lichtzerstreuung von Enolaseprotein 

Reines Enolaseprotein ist, wie auch die langen Dialysenzeiten zeigen, in w~ssriger 
L6sung sehr bestitndig. Ich ha t te  keine Schwierigkeiten bei den Messungen. Die gemes- 
senen Werte  sind in Abbi ldung I aufgetragen.  Sie s t immen innerhalb der Fehlergrenzen 
mit  den Wer ten  der Quecksilberenolase fiberein. 

TABELLE IV 
D I C H T E  U N D  ] [{EFRAKTIONSINDEX DES E N O L A S E P R O T E I N S  IRI WASSRIGER L S S U N G  

Dialysat Aussenflfissigkeit 

Trockengew. [g/ml] . . . . . .  14.6. I0 -'$ (C) O.OO 5" IO -~ 
Dichte [g/ml] . . . . . . . .  1.oo1416 (A) 0.99753 ° (B) 
Refraktionsindex (~. = 546 m/~) . 1 .337o3 (nL) 1.33432 (no) 

n ~ -  I d 

n * + 2  C 

C B  
d -- -- 1.358 g/ml 

B + C - - A  

= 

n ~16 ~ 1 . 6 1 2  

TABELLE V 
S P A L T U N G  VON ]~NOLASE UND ~ESYNTHESE MIT 

AMMONSULFAT.  K R I S T A L L I S A T I O N S R E I F E  E N O L A S E  
8 T A G E  GEGEN W A S S E R  D I A L Y S I E R T  

c = 3 . 1 6 "  IO  -~ g / m l  S T A N D A R D  2 0 / I 4 5  

j , 
Zus~tze zu 8 ml Versuchsl6sung Js c 

-- O.I80- IO a 

o.oi 3 ml 2n EssigsAure 
nach 2 Minuten . . . . . .  
nach lO Minuten . . . . . .  

O.Ol 3 m l  4 n A m m o n s u l f a t  
n a c h  I M i n u t e  . . . . . .  
n a c h  15 M i n u t e n  . . . . . .  

0 . 0 5 9 . 1 o  3 
0 . 0 5 7 .  lO 8 

O .183  • i o  a 
o . i 7 8 -  IO a 

Spaltungsversuche 

Siture (o.oi ml 2n Essigs~ure) und Mangansulfat  (n/Io  L6sung) werden in dem in 

Literatur S. 476. ° 
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A b b i l d u n g  2 d a r g e s t e l l t e n  Ve r such  u n m i t t e l b a r  v o r  de r  Pho toze l l e  in den  V e r s u c h s t r o g  

gegeben .  Man  k a n n  d a n n  die  S p a l t u n g  u n d  R e s y n t h e s e ,  die n a h e z u  augenb l i ck l i ch  er -  

fo lgen an  den  Spr f ingen  des  G a l v a n o m e t e r z e i g e r s  ve r fo lgen .  D a  die K o n z e n t r a t i o n  

w ~ h r e n d  des  Ver suchs  k o n s t a n t  b le ib t ,  v e r h a l t e n  s ich die  Ausschl~ige zu  e i n a n d e r  wie 
die  i n i t t l e r e n  Molgewich te .  

E s  sei n o c h  d a r a u f  h ingewie sen ,  dass  s ich d u r c h  den  E l e k t r o l y t z u s a t z  d e r  PH W e r t  
n i c h t  ~nder t ,  dass  a lso  die  R e s y n t h e s e  e in  r e ine r  Salzeffekt  ist .  

E i n  Versuch ,  bei  d e m  die  R e s y n t h e s e  m i t  A m m o n s u l f a t  b e w i r k t  wi rd ,  is t  in TabeUe V 

e inge t r agen .  An  d iesen  Ve r such  schl iess t  s ich de r  U l t r a z e n t r i f u g e n v e r s u c h  an,  de r  in 
A b b i l d u n g  3 d a r g e s t e l l t  ist .  

ZUSAMMENFASSUNG 

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

Freies :Enolaseprotein ist unter bestimmten Bedingungen in kleinere :Einheiten spaltbar. Unerl~ss- 
lich daffir ist Abwesenheit yon Elektrolyten in der LSsung. 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. 

Rt~SUM]~ 

Le poids mol6culaire de la combinaison cristallis6e de l'6nolase et du mercure, d6termin6 grace 
la diffusion de la lumiSre, correspond ~ celui que l'on pout 0btenir A l'aide de trois autres mSthodes. 

La prot6ine de l'~nolase, ~ l '~tat libre, peut ~tre scind~e, dans certaines conditions, en unit6s 
plus petites. Cette scission n6cessite l'absence d'~lectrolyte dans la solution. L'6nolase ainsi scind6e 
peut ~tre reconstitu6e sous sa forme initiale par addition de faible quantit~ d'~lectrolyte. 
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