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Yeast phosphofructokinase exists in several enzymically active, interconvertible forms with molecular weights
of 180,000, 370,000, 570,000 and 750,000. With disc-electrophoresis catalytically active aggregation products with

molecular weights of more than one million can be detected.

In alkaline media fragmentation of phosphofructokinase occurs, leading to a variety of catalytically inactive
products. These seem to be oligomers of subunits with 60,000 daltons. A model of the complex subunit structure
of yeast phosphofructokinase is suggested. The various catalytically active forms of the enzyme are considered as
polymers of 180,000 monomers, which themselves are enzymatically active and which are composed of three

60,000 subunits.

1. Einleitung

Die molekulare Struktur der Phosphofructokinase
(PFK) aus Skelettmuskel und ihr Aufbau aus Subein-
heiten wurde vom Arbeitskreis um Lardy eingehend
untersucht [1, 2]. Auch fir die PFK aus £. coli sind
die grundsitzlichen molekularen Parameter bekannt
(Blangy {3]). Die PFK aus Hefe, deren allosterische
Eigenschaften von mehreren Arbeitskreisen untersucht
wurden [4—6], hat nach [5] ein Molekulargewicht
von 584 000 und 148t sich mit Natrium-Dodecyl-
sulfat und Guanidin-HCl in 3,2 S- respektive 1,65
S-Einheiten spalten [5, 6].

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dal
Hefe-PFK in mehreren enzymatisch aktiven Formen
vorkommen kann und sich in verschiedene Spalt-
produkte mit unterschiedlichen Molekulargewichten
zerlegen liBt. Die Ergebnisse erlauben die Aufstellung
eines vorldufigen Strukturmodelles der Hefe-PFK.

2. Material und Methoden

Es wurde Hefe-PFK eigener Priparation (spez.
Aktivitit 110—120 [7]) und von der Firma
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Boehringer und S6hne, Mannheim, (spez. Aktivitit
40—60) verwendet. In der analytischen Ultrazentri-
fuge erwies sich unser Enzym als homogen (vergl.
Abb. 2), wihrend die Boehringer-Priparation neben
der Hauptfraktion (16,7 S) einen kleinen Anteil
einer langsamer wandernden Komponente enthielt
[6] . Die Dichtegradientenzentrifugation wurde nach
[81 (40 000 Upm; 7 Std.; + 5°C) im Rotor SW 50
einer Beckman-Ultrazentrifuge L2-65 B durchge-
fithrt. Die analytische Disk-Elektrophorese (PAA-Gel-
elektrophorese) und die Molekulargewichtsbestim-
mung im PAA-Gel-Gradienten erfolgte nach den
frither mitgeteilten Angaben [9], jedoch in Abb. 3
unter Verwendung eines anderen Puffersystems
(Gelpuffer: 0,25 M Imidazol/HCl, pH 7,5; Elektroden-
puffer: 0,01 M Imidazol/Diithylbarbitursiure,

pH 7,0). Die analytische Ultrazentrifugation wurde
mit einer Phywe U 60 L durchgefiihrt. Der fiir die
Aktivititsbestimmung der PFK verwendete Mef3an-
satz hatte folgende Zusammensetzung: 0,05 M Tris-
Puffer, pH 7,5, 10 mM MgSO,, 10 mM (NH,),SOy4,
1,8 mM F6-P, 0,3 mM ATP, 0,3 ug Rinderserum-
albumin/Ansaiz, 0,3 mM NADH,, 12 ug Aldolase/
Ansatz, 10 ug Glycerin-1-phosphatdehydrogenase/
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Abb. 1. Sedimentation von Hefe-Phosphofructokinase im
Dichtegradienten bei verschiedenen pH-Werten. Gradient (a)
und (b): Jeweils 250 ug Hefe-PFK 15 Std. gegen Gradienten-
puffer dialysiert und auf einen Rohrzuckergradienten

(5—-20%; 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7 oder 6;0,5 mM EDTA;

3 mM 2-Mercaptoithanol) aufgetragen. Gradient (c):
Fraktionen 23 bis 28 vom Gradienten (b) wurden kon-
zentriert, gegen pH 7 1 Std. redialysiert und aufgetragen.

Triosephosphatisomerase-Gemisch/Ansatz, End-

volume

3. Ergebnisse und Diskussion

Die Abb. 1 a zeigt die Verteilung der Enzymaktivi-

n 1,6 mi.

tit von Hefe-PFK (Boehringer) im Dichtegradienten
unter verschiedenen Bedingungen. Aus der Position
des Hauptgipfels errechnet sich bei pH 7,0 ein
Molekulargewichtsmittelwert (MG + S.D.) von

570 000 + 28 000 (Anzahl der Versuche n = 12).
Dieser Wert stimmt mit dem von Lindell und Stell-
wagen gefundenen [5] gut iiberein. Die Verteilungs-

kurve zeigt eine Asymmetrie in Richtung kleinerer
Molekulargewichte. Eine einstiindige Dialyse des
Boehringer-Enzyms gegen Phosphatpuffer pH 6,0
fithrt zu einer drastischen Emiedrigung des Mole-
kulargewichtes zu 370 000 + 26 000 (n = 14) mit
einem geringen molekularen Anteil bei 570,000. Die
gleiche Aktivititsverteilung wurde auch nach
15stiindiger Dialyse gegen pH 6 gefunden (Abb. 1 b).
Der Aktivitdtsverlust nach 15stiindiger Dialyse des
Enzyms gegen pH 6,0 und anschliefender Zentrifuga-
tion betrug gegeniiber dem Versuch bei pH 7,0 durch-
schnittlich 50%. Redialyse der Gipfelfraktionen

(Nr. 23—28) von Abb. 1 b gegen Phosphatpuffer

pH 7,0 und anschlieffende Proteinkonzentrierung
filhrt zur Riickverwandlung des Molekiils von

370 000 zu 570 000 (Abb. 1 ¢). 2 mM F-6-P ver-
hindert bei pH 6,0 die Umwandlung des Enzyms von
MG 570 000 zu 370 000. Dieser Versuch zeigt, dafy
die Hefe-PFK einer pH-abhéngigen reversiblen Um-
wandlung zwischen zwei enzymatisch aktiven Formen
mit unterschiedlichem Molekulargewicht unterliegt.
Die Umwandlung der Hefe-PFK bei pH 6,0 und ihre
Verhinderung durch F-6-P ist vergleichbar mit der
pH-abhingigen Veriinderung der Herz- [10] und der
Skelettmuskel-PFK [1]. Im Bereich von pH 6,5 bis
8,0 liegt die Hefe-PFK vorwiegend mit einem
Molekulargewicht von 570 000 vor. 2 mM ATP, F-6-P
oder FDP sind ohne Einfluff auf das Enzymverteilungs-
spektrum im Dichtegradienten bei pH 7,0.

Im Gegensatz zur Boehringer-PFK zeigt Hefe-PFK
eigener Préiparation bei pH 6,0 ein anderes Verhalten.
Sowohl im Hefeextrakt als auch auf verschiedenen
Stadien der Reinigung wurde im Dichtegradienten bei
pH 6,0 stets ein Molekulargewicht von 740 000 bis
770 000, d.h. die doppelte Mol-Masse des Boehringer-
Enzymes unter gleichen Bedingungen, gefunden. Bei
pH 7,0 betrigt das Molekulargewicht 600 000 bis
640 000. Hochgereinigte Hefe-PFK (spezifische Akti-
vitit 110) zeigt in der analytischen Ultrazentrifuge
ebenfalls eine unterschiedliche Sedimentation bei
pH 6,0 und pH 7,0 (Abb. 2). Der bei pH 7,0 bestimm-
te Wert (16,9 S) stimmt mit dem von Lindell und
Stellwagen [5], unter Beriicksichtigung der Protein-
konzentration sowie mit dem von uns frither ermittel-
ten Wert [6] gut iiberein. Bei pH 6,0 wurde in quali-
tativer Ubereinstimmung mit den Messungen im
Dichtegradienten ein héherer Sedimentations-
koeffizient gemessen (18,1 S). Ursache des unter-
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Abb. 2. Schlierendiagramme von Hefe-Phosphofructokinase bei pH 7 und pH 6. (a) 5,9 mg Protein/ml 0,1 M Phosphatpuffer pH

7, 1 0,25 mM FDPi 3 mM 2-Mercaptodthanol; spez. Aktivitit der eigenen Priparation 110 E/mg; Schlierenwinkel 19°%; Temp

20°C. (b) Probe von (a) 20 Std. gegen 0,1 M Phosphatpuffer, pH 6,0 und Zusitzen wie bei (a) dialysiert. Schlierenwinkel 20°. Auf
nahmen wurden 20 min nach Erreichen der max. Umdrehungszahl (49550 Upm) gemacht.

schiedlichen Verhaltens der beiden PFK-Priparate
konnte sein, daf die Umwandlung der Boehringer-
PFK bei pH 6,0 zum Molekiil von 370 000 iiber ¢ine
in diesen Fall instabile Einheit von etwa 750 000
eingeleitet wird, welche schnell in zwei gleich grofie
enzymatisch aktive Teilmolekiile zerfillt. Natiirlich

ist auch der umgekehrte Vorgang moglich: primir
konnte die Form mit 370 000 entstehen, die in der
eigenen Praparation, nicht aber beim Boehringer-
Enzym aggregiert. Das unterschiedliche Verhalten ist
entweder durch die Art der Priiparation bedingt, oder
tritt als Folge einer Alterung im Verlauf der Auf-
bewahrung des Enzyms ein. Es sei vermerkt, da} auch
Verdnderungen der kinetischen Eigenschaften des
Enzyms (z.B. Verminderung der ATP-Hemmbarkeit
und Schwichung der kooperativen Wechselwirkungen
zwischen den F-6-P-bindenden Stellen) im Verlauf der
Lagerung beobachtet wurden [11].

Qualtitative Anderungen im Verhalten der beiden
PFK-Priparationen wurden bei Variation der Protein-
konzentration im Dichtegradienten um den Faktor 10
nicht beobachtet.

Durch PAA-Gel-Elektrophorese konnte unter
Verwendung eines linearen Gel-Konzentrations-
gradienten Hefe-PFK in mehrere enzymatisch aktive
Banden aufgetrennt werden (Abb. 3). Im Bereich einer
diffusen hochmolekularen Proteinbande sind drei
Aktivititsmaxima nachweisbar; zwei weitere Aktivi-
titsgipfel konnen zwei scharf abgegrenzten Protein-
banden mit Molekulargewichten von MG 570 000
+16 000 (n =9) und 170 000 * 19 000 zugeordnet
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Abb. 3. Aktivitits- und Protein-Verteilung von Hefe-Phospho-
fructokinase in der PAA-Diskelektrophorese. Oben: Aktivi-
titsverteilung in einem geschnittenen Gelrohrchen: 150 ug
PFK 1 Std. gegen 0,025 M Phosphatpuffer, pH 7,1 dialysiert
und aufgetragen. Elektrophorese im Kiihlschrank (3 Std.,
200 V, 4 mA/Rohrchen). Danach Gel in 3 mm Scheiben
zerschnitten, diese zerkleinert und 1 Std. im Reaktionsansatz
bei 30°C inkubiert. Das gebildete FDP wurde im gekoppelten
enzymatischen Test bestimmt. Unten: Proteinverteilung im
Parallelr6hrchen.
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Abb. 4. Molekulargewichte der Spaltprodukte der Hefe-
Phosphofructokinase. Fraktionen 28 bis 38 der Dichte-
gradientenzentrifugation (vgl. Abb. 1 a) 14 Std. im Phosphat-
puffer ( 0,25 M), pH 11 inkubiert, mit Sartorius-Kollodium-

hiilsen konzentriert und aufeetrasen. Elektrophorese und

It una aulgetragen. RIEKITODNOICse Ul

Molekulargewichtsbestimmung nach [9] bei pH 9,5.

werden. Es ist wahrscheinlich, daf die hohen Mole-
killaggregate (Molekulargewichte > 1 Million) unter
den Bedingungen der Disk-Eiektrophorese entstehen.
Sie stellen offenbar enzymatisch aktive Polymere
der Hefe-PFK dar. Eine dhnliche Proteinaggregation
konnte auch kiirzlich bei Rinderleberkatalase [12]
und bei Uridindiphosphatglucose-Phosphorylase
beobachtet werden [13].

Mittels PAA-Gel-Elektrophorese konnten al-
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kalische Spaltprodukte des Enzyms nachgewiesen
werden: mittels Dichtegradientenzentrifugation wur-
den die Fraktionen mit Molekulargewichten von

500 000 bis 700 000 isoliert und bei pH 11,0 inku-
biert. Die anschliefende elektrophoretische Trennung
bei pH 9,5 ergab 5 Proteinbanden mit Molekularge-
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60,000 (Abb. 4). Die Molmasse der kleinsten Einheit
von 60 000 wurde bisher nur mit dieser Methode
ermittelt.

Methoden errmttelten Molekulargew1chte und der
Annahme der kleinsten Einheit von 60,000 wurde ein
vorliufiges Aggregationsschema fiir Hefe-PFK ent-
wickelt, welches in Abb. 5 dargestellt ist. Dem Modell
liegt die Annahme zugrunde, daf die ineinanderum-
wandelbaren Formen der Hefe-PFK Polymere eines

RIS et al o anesl A NN e
Monomeren sind, dessen Partikelgewicht 180 000 ist.

pH il 3 ) 3
180 103 360 103 540 10 720 10

3 3
80107 10107 BN T\PH B %PHG e8)
o= 8— (@)~ ) = @J - “@@

1 1

S |

Abb. 5. Aggregationsschema der Hefe-Phosphofructokinase. Die
dick umrandeten Kreise stellen enzymatische aktive Formen des
Enzyms dar.

gesetzt. Als klemste enzymatisch aktlve Einheit wurde
das Molekil mit 180 000 Dalton gefunden. Ungeklirt
ist jedoch die Frage, ob unter den Bedingungen des
optischen Testes sekundire molekulare Umwandlun-
gen des Enzyms eintreten.
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