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137. Physikalisch-chemische, chemische und immunologische
Eigenschaften der FDP-Aldolase aus Drosophila melanogaster
16. Mitteilung tiber Aldolasen [1]

von O, Brenner-Holzach und F. Leuthardt

Biochemisches Institut der Universitit Ziirich

(14. V. 69)

Summary. The properties of pure aldolase from pupac of Drosophila melanogaster have been
studied:

The molecular weight is about 159000 (539, = 7.81 S, D3, = 4.55 - 1077).

From the frictional ratio f/f, = 1.236 the axial ratio for an oblong non hydrated elipsoid of
rotation can be calculated as bja = 4.74.

The molecular activity is 2700 for FDI’ and approximately 200 for F-1-P.

Amino acid analysis shows significant differences between Drosophila aldolase and rabbit
muscle and liver aldolases, especially in the contents of histidine, glycine, alanine and cysteine.

Hybridization with rabbit brain aldolase gives three new hybrids.

Anti-Drosophila aldolase serum (guinea pig) does not precipitate rabbit muscle aldolase (type
A) or rabbit brain aldolase (type C) in the OUCHTERLONY test.

Nach friiheren Untersuchungen [2] ist die FDP-Aldolase aus Puppen von Drosophila
melanogaster nach RUTTER’s Klassifizierung [3] zu den Aldolasen der Klasse I zu
zdhlen. Ihre enzymatischen Eigenschaften sind denjenigen der Kaninchen-Muskel-
aldolase, welche die Klasse IA bildet |3], sehr dhnlich. Nach weiterer Reinigung der
Drosophila-Aldolase gelang es uns, sie zu kristallisieren [4]. Mit diesen hochgereinigten
Priparaten, die meist eine spezifische Aktivitdt von 1700-1800 BticHER-Einheiten/mg
Protein (= 15,5-16,5 internationale Einheiten) besassen, fithrten wir in der Folge
Versuche zur Ermittlung ihrer physikalisch-chemischen, chemischen und immunologi-
schen Eigenschaften durch.

1. Bestimmung von Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten und Berechnung
des Molekulargewichtes wund der Achsenverhilinisse. Die nach der beschriebenen
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Methode [4] erhaltene Aldolase aus Puppen von Drosophila melanogaster zeigt bei der
Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten in der Ultrazentrifugel) nur einen
symmetrischen Gipfel (siehe Fig. 1).

Fig. 2 zeigt die Abhingigkeit der apparenten Sedimentationskonstanten (s,,,)
von der Konzentration. Extrapoliert man die erhaltenen s, auf die Konzentration
null, so ergibt sich ein s§. ;, von 4,98 S. Nach der Formel von SVEDBERG &
PEDERSEN [5] errechnet sich daraus die auf Standardbedingungen reduzierte Sedi-

i
E
1!!!

Fig.1. Sedimentationsdiagramm einey Aldolase aus Drosophila-Puppen

i ——

i1l
L

Bedingungen: Tourenzahl 42040 rpm, Temperatur 5°, Losungsmittel 0,4 M Trispuffer. Aufnahmen
obere Reihe von links nach rechts 32, 40 und 48 Min. nach Versuchsbeginn, untere Reihe von links
nach rechts 80, 88 und 96 Min. nach Versuchsbeginn.
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42
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Fig. 2. Apparente Sedimentationskonstanten von Drosophila-Aldolase in Abhdngigheit von dev Pro-
teinkonzentration

Versuchstemperatur 5°, Losungsmittel 0,4 m Trispuffer pH 7,4.

mentationskonstante sg,,. Das bel diesecr Umrechnung nétige partielle spezifische
Volumen der Drosophila-Aldolase berechneten wir aus ihrer prozentualen Amino-
siurezusammensetzung (siehe Abschnitt 3) nach Coun & Epsary [6] zu 0,739 bei 20°;

1) Die Messungen an der Ultrazentrifuge wurden an unscrm Institut von Herrn A. Scamip durch-
gefithrt, dem wir an dieser Stelle bestens danken.
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das partielle spezifische Volumen bei 5° wurde erhalten durch Subtraktion von 0,005
pro Grad (GREENBERG [7]), was einen Wert von 0,7315 ergab. Die Dichten und
Viscositdten des Lésungsmittels wurden mittels Pyknometer und OsTwALD-Viskosi-
meter bestimmt. .

Die auf Standardbedingungen reduzierte Sedimentationskonstante der Droso-
phila- Aldolase betrigt: s§,, = 7,81 S. Sie ist von der Gréssenordnung der von ver-
schiedenen Autoren angegebenen Sedimentationskonstanten fiir Muskel- und
Leberaldolasen (Kaninchen-Muskelaldolase 7,35S, Kaninchen-Leberalsolase B, 7,495
und B, 7,56 S (RUTTER [8]), Kaninchen-Leberaldolase 7,8 S (CHRISTEN ¢t al. [9]),
Rinder-Leberaldolase 8,87 S (bei 25°, PEanasky & LARrDY [10])).

Diffusionsmessungen, ebenfalls bei 5° durchgefiihrt, ergaben nach der Fldchen-
methode einen Koeffizienten D5, ;5 = 2,71 -10-7cm? s~!. Eine Konzentrations-
abhangigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten liess sich nicht nachweisen.

Die Umrechnung der Diffusionskonstanten auf Standardbedingungen nach der
STOKES-EINSTEIN’schen Formel [11] ergab D3, = 4,56 - 10-7 cm? s

Die Berechnung des Molekulargewichtes erfolgte aus Sedimentations- und
Diffusionskonstanten nach der Formel von SVEDBERG
_ kTS
MS’D T Dy (1-Vy)
Sie ergab ein Molekulargewicht von 159000 fiir dic Drosophila-Aldolase. Dieser Wert
stimmt in der Gréssenordnung ebenfalls mit dem Molekulargewicht der andern er-
wihnten Aldolasen iiberein. Zum Vergleich wurde eine Molekulargewichtsbestimmung
nach DETERMANN & MIcHEL [12] an Sephadex G 200 durchgefithrt. Wir erhielten
damit ein Molekulaigewicht in der Gréssenordnung von 145000-160000.

Das Achsenverhaltnis der durch ein Rotationsellipsoid approximierten Aldolase-
molekel lasst sich aus dem Dissymmetriefaktor, d.h. dem Verhiltnis des realen zum
idealen Reibungskoeffizienten (frictional ratio) f/f, berechnen [13].

Wenn der Disymmetriefaktor f/f, = 1 ist, so handelt es sich um eine Substanz mit
kompakten Kugelmolekeln ohne Hydratation. Wird f[f, > 1, so ist die Molekel
asymmetrisch oder hydratisiert, oder es liegt eine Kombination beider Eigenschaften
vor. Wir erhielten einen Dissymmetriefaktor von 1,236. Dies ergibt nach SVEDBERG &
PEDERSEN |14] fiir ein gestrecktes, nicht hydratisiertes Rotationsellipsoid (Stdbchen)
ein Achsenverhiltnis von b/a = 4,74 (b = lange Achse, 4 = kurze Achse), fiir ein
abgeplattetes, nicht hydratisiertes Rotationsellipsoid {Scheibe) ein Achsenverhiltnis
von afb = 5,22.

Aus den Kurven von ONcLEY |15] lassen sich bei gegebenem Dissymmetriefaktor
die einem bestimmten Hydratationsgrad entsprechenden Achsenverhiltnisse ent-
nehmen. Bei Annahme einer Kugelmolekel ergibt ein Dissymmetriefaktor von 1,236
eine Hydratation von 0,65 g H,O pro g Protein. Zwischen den Grenzfillen der
hydratisierten Kugelmolekel und den unhydratisierten Rofationsellipsoiden (gestreckt
und abgeplattet) sind alle Uberginge méglich. In Tabelle 1 sind die Daten fiir die
Grenzfille sowie zwel Beispiele von Kombination von Asymmetrie und Hydratation
bei gegebenem Dissymmetriefaktor zusammengestellt.
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Das Volumen der unhydratisierten Drosophila-Aldolase-Molekel berechnet sich

nach der Formel u.T
V= N zu 1,952 - 1077 pm?3.
L

(V = Volumen, M = Molekulargewicht, ¥ = partielles spez. Volumen, N, =
LoscamipT’sche Zahl). Bei Annahme einer Kugelform ergibt dies einen Radius von
36 A. Fiir ein unhydratisiertes gestrecktes Rotationsellipsoid mit dem Inhalt 1,952 ym3
und dem Achsenverhiltnis a:4 = 1:4,74 erhalten wir fiir die Lange der kleinen Achse
43 A, fiir die grosse Achse 203 A. Das abgeplattete Rotationsellipsoid mit demselben
Inhalt ergabe Achsen von 24 A und 124 A.

Tabelle 1. Aus dem Dissymmetriefaktor bevechnete Achsenverhiltnisse der Drosophila-Aldolase

Modeil (fur Dis- Hydratation der  Achsenverhaltnis Achsenverhiltnis  Achsen-
symmetriefaktor Grenzfille der Grenzfalle bei Hydratation  lingein A
1,236) (g Hy,Ofg Prot.) (a:b) von

0,2 0.5 a b
gestrecktes 0 1:4,74 = (0,211 0,29 0,52 43 203
Rotationsellipsoid
(Stabchen)
abgeplattetes 0 5,22:1 = 5,22 34 1,8 124 24
Rotationsellipsoid -
(Scheibe)
Kugelmolekel 0,65 1 72%)

*) Durchmesser

2. Wechselzahl. Die Wechselzahl kann aus der spezifischen Aktivitit und dem
Molekulargewicht errechnet werden. Wir erhalten daraus fiir die Drosophila-Aldolase
gegen FDP den Wert von 2700. Esist dies ein Mittelwert der verschiedenen Priparate,
deren Wechselzahlen innerhalb von ca. 79, schwanken.

Die spezifische Aktivitdt der Drosophila-Aldolase gegen F-1-P ist ungefihr
10-15mal kleiner als gegen FDP [2]; wir erhalten eine Wechselzahl in der Gréssen-
ordnung um 200.

3. Amanosdurezusammensetzung. Zur Bestimmung der Aminosiurezusammen-
setzung?) wurde in 6 N HCl wihrend 24 und 72 h hydrolysiert und im Aminosiure-
analysator nach MoorReE & STEIN [16] aufgetrennt. Aus der prozentualen Zusammen-
setzung wurde nach folgender Formel die Anzahl der einzelnen Aminosiuren (AS)
in der Fermentmolekel berechnet:

% AS x Mol Gew. Protein

Mol. Gew. (AS-H,0)

Anzahl AS =

Die Tabelle 2 gibt eine Zusammenstellung der erhaltenen Resultate, sowie die
von RUTTER [8] angegebenen Werte fiir Kaninchen-Muskel- und -Leber- Aldolase als
Vergleich. Die Werte fiir Tryptophan wurden nicht experimentell bestimmt. Da es
sich um eine prozentual gering vertretene Aminosiure handelt, verwendeten wir den
Mittelwert der von RUTTER fiir Kaninchen-Aldolasen angegebenen Anzahl Trypto-
phanmolekeln.

%) Herrn Dr. HumMBEL danken wir bestens fiir die Aminosidureanalyse.
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Tabelle 2. Awminosdurezusammenselzung dey Drosophila-Aldolase

1277

Als Vergleich die der Literatur entnommenen Werte von Kaninchen-Muskelaldolase (MALD) und
Kaninchen-Leberaldolase (LALD)

Aminosdure Drosophila- Aldolase MALD LALD
% Anzahld) Anzahld) Anzahld
Lysin 7,71 96 112 108
Histidin 1,39 16 42 39
Arginin 4,34 44 62 63
Asparaginsaure 9,90 137 104 136
Threonin 5,672) 89 74 75
Serin 5,173) 94 69 62
Glutaminsiaure 11,67 144 147 167
Prolin 4,45 73 72 39
Glycin 8,09 226 108 113
Alanin 11,96 268 143 139
Cystein 0,56°) 9 29 (30)
Valin 6,95 112 83 91
Methionin 0,70 8 12 19
Tsoleucin 5,02 71 77 73
Leucin 9,72 137 129 130
Tyrosin 2,96 29 41 37
Phenylalanin 2,64 28 27 42
Tryptophan 1,46¢) 12 11 14

a) Extrapoliert auf Zeit null.
b} Nur Werte von zwei 24*-Hydrolyscn.

o
2

Mittelwert von MALD und LALD.

4 Aminosiureste pro Aldolasemolekel

Fig.3a. «Discr-Elektrophovese
von Drosophila-Aldolase an
7.5-proz. Polyacrylamid-Gel

Proteinmenge: 30 y

Fig.3b. «Discr-Eiektrophorese
von Drosophila-dldolase in Em
Harnstoff (4,8-proz. Polyacry-
lamid-Gel) Proteinmenge: 70 ¢
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Ein auffallender Unterschied zwischen Insekten- und Kaninchenaldolase zeigte
sich im Gehalt von Histidin, Glykokoll, Alanin und Cystein. Vorversuche mit der
Tonen-Fokussierung ergaben einen wesentlich tiefer gelegenen Isoelektrischen Punkt
der Drosphila-Aldolase gegeniiber den Kaninchen-Muskel- und -Leber-Aldolasen.
Tatsichlich liegen bei der Drosophila-Aldolase die basischen Aminosduren Lysin und
Arginin in wesentlich kleinerer Menge vor.

4. «Disco-Elektrophorese. Bei der Aufarbeitung der Aldolasen wurde zur Kontrolle
der Reinheit die «discw»-Elektrophorese an 7,5-proz. Polyacrylamid-Gel {17] ange-
wandt. Die Aldolasen wurden als gentigend rein betrachtet, wenn bei einer Menge von
ca. 20-40y Protein keine oder nur Spuren anderer Banden neben der Aldolase-Bande
auftraten (siche Fig. 3a). Die «disc»-Elektrophorese einer Drosophila-Aldolase in 8m
Harnstoff [18] zeigte zwei weitere, ziemlich starke Banden. Es kénnte sich dabei um
Oligomere der Untereinheiten handeln (siehe Fig. 3b).

5. Zonenelektrophorese an Celluloseacetat. Bei der Zonenelektrophorese an Cellulose-
acetatfolie nach PENHOET [19] blieb die Drosophila-Aldolase bei pH 8,6 in der Nihe
der Startlinie, leicht nach der kathodischen Seite verschoben. Sie zeigt in diesem
Verhalten Ahnlichkeit mit der Kaninchen-Muskelaldolase, die ebenfalls leicht katho-
disch wandert. Wir konnten bei unsern reinen Aldolasen immer nur eine Bande nach-
weisen.

6. Hybridisierungsversuche. Wenn wir die Drosophila-Aldolase nach PENHOET [19]
unter Bedingungen halten, unter denen eine Dissoziation in Untereinheiten und her-
nach eine Reassoziation derselben erfolgt, so lassen sich bei der Elektrophorese an
Cellulose-Acetat und nachfolgender Aktiviirbung keine Verdnderungen feststellen.
Es besteht vor und nach Behandlung eine einzige Bande, die praktisch auf der Start-
linie liegt (siehe Fig. 4).

Start

¥

Fig.4. Elektrophorese von Drosophila-Aldolase an Celluloseacetat-Folie

Unterer Streifen native Aldolase, oberer Streifen Aldolase nach Dissoziation bei pH 2 und Reasso-
ziation. Aktivfarbung.

Ein Hybridisierungsversuch mit Kaninchen-Muskelaldolasc ergab keine deutbaren
Resultate, da die beiden Aldolasen in ihren elektrophoretischen Eigenschaften auf
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Celluloseacetat zu dhnlich sind. Wird aber mit Kaninchen-Hirnextrakt oder gereinig-
ter C-Aldolase hybridisiert, so erhidlt man ausser den Banden fiir Drosophila-Aldolase
und Aldolase C drei Hybride (siehe Fig. 5). Dies ist neben den Beobachtungen bei der

Start

Fig.5. Elektrophorese an Celiulose- Acetat-Folie
Oberer Streifen: Native Drosophila-Aldolase. Unterer Streifen: Bild nach Hybridisierung von
Drosophila-Aldolase mit Kaninchen-C-Aldolase. Aktiviarbung.

«discy-Elektrophorese, sowie bei der Sedimentation in der Ultrazentrifuge, wo in
Gegenwart von 4 Harnstoff eine Sedimentationskonstante sg. ;5 von nur noch
0,7 - 1013 s erhalten wurde [2], ein weiterer Beweis, dass auch die Drosophila-
Aldolase aus Untereinheiten besteht.

7. Immunologische Versuche3). Meerschweinchen wurden durch intracutane
Injektion von Drosophila-Aldolase immunisiert. Das Antiserum zeigte sowohl mit

Fig.6a. OUucHTERLONY-Test mit geveinigtey Drosophila-Aldolase
Zentrum: Drosophila-Aldolase-Antiserum von Meerschweinchen Nr. 1
A Drosophila-Aldolase (an DEAE Sephadex A 50 und Sephadex G 200 gereinigt)
B: Hybride von Drosophila-Aldolase mit Kaninchen-Hirnaldolase

3) Herrn Prof. ]J. LINDENMANN mochten wir fiir seine Ratschlige bei der Durchfihrung dieser
Versuche bestens danken.
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gereinigter Aldolase als auch mit dem Rohenzym (nach der Ammoniumsulfat-
fraktionierung [4]) im1 OUCHTERLONY-Test eine Prézipitation (siehe Fig. 6a und 6b).
Es ergab sich auch mit Rohaldolase nur eine Prizipitationslinie. Die zur Immu-
nisierung verwendeten Aldolase-Praparationen waren also auch immunologisch rein.

Fig 6b. OucHTERLONY-Test mit Drosophila- Rokaldolase

Zentrum: Dyosophila-Rohaldolase
D,-Dy: Drosophila-Aldolase-Antiserum von Meerschweinchen Nr.1-3

Gegen Kaninchen-Muskelaldolase sowie gegen Kaninchen-C-Aldolase konnte mit
Drosophila-Aldolase-Antiserum keine Prizipitation erhalten werden.

Wie wir gesehen haben [2], gleichen sich die Drosophila-Aldolase und die Kanin-
chen-Muskelaldolase in ihrer Substratspezifitit und ihrem Verhalten gegen Carboxy-
peptidase. Auf Grund der betridchtlichen Unterschiede in der Aminosdurezusammen-
setzung der beiden Aldolasen sind aber die Ergebnisse der immunologischen Versuche
ohne weiteres verstindlich.

Experimentelles. — 1. Zucht dev Drosophilas (siehe [4]).

2. Reinigung dev Aldolase (siche [4]). Die Aktivititen der gereinigten Aldolasen konnten gegen-
iiber den Beschreibungen in [4° mit denselben Methoden noch weiter gesteigert werden. Reini-
gungsversuche an P-Cellulose lieferten keine Aktivitdtsstcigerung mehr, es trat im Gegenteil ein
Verlust an Aktivitdt auf. Da die Kristallisation der Drosophila-Aldolase, wie beschrieben [4],
ausserst langsam erfolgt und keine Aktivitdtssteigerung mehr brachte, wurden simtliche hier be-
schriebenen Versuche mit den Aldolaselésungen durchgefiihrt, wie sie von der Reinigung an
Sepbadex G 200 und nachfolgender Ultrafiltration anfielen.

3. Bestimmung dev Aldolase-Akbwitdt (siehe [2]).

4. Bestimmung dev Proteinkonzentrvation (siehe [2]). Eine neuerdings durchgefithrte Reihe von
Bestimmungen des Proteingchaltes an gereinigter Aldolase mittels Biuret und Absorptionsmessung
bei 280 nm ergab, im Gegensatz zu unseren fritheren Angaben, einen Umrechnungsfaktor von 1,
d.h. Ey = 1 mg Protein/ml.

5. Die Sedimentations- und Diffusionskonstanten wurden mit der analytischen Ultrazentrifuge
SeiNco, Modell E (Rotor AND, Phasenplatte als Schlierenanalysator, RarLeicH-Optik) bestimmt.
Alle Messungen wurden bei 5° in 0,4M Trispufier pH 7,4 bei einer Tourenzahl von 42040 durch-
gefiihrt. Die hohere Pufferkonzentration gegentiber frither wurde gewihlt, weil die Dvosophila-
Aldolase darin stabiler ist.

6. Die Aminosiuveanalyse criolgte nach Hydrolyse des Enzyms wihrend 24 und 72 Std. in 6N
11Clim Aminosaure-Analysator nach Spackman, STEIN & MooRrE [16]. Die in Tabelle 2 angegebe-
nen Zahlen sind Mittelwerte von 4 Bestimmungen. Threonin und Serin wurden auf die Zeit null
extrapoliert.
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7. Dic «Discr-Elektrvophorese mit nativer Aldolase wurde an einem 7,5-proz. Polyacrylamid-Gel
nach Davis [17] durchgefithrt. Die Elektrophorese in 8 M Harnstoff erfolgte nach CHAN et al. [18];
es wurde dabei sdmtlichen Bestandteilen soviel Harnstoff zugegeben, dass die Endkonzentration
8™ war. Das Gel wird nach den zitierten Autoren auf diecsc Weise 4,8-prozentig.

8. Die Elektrophorese an Ccllulose-Acetat-Folien (2,5x 17 cm?, GELMAN) wurde in 0,06 M Bar-
bitalpuffer pH 8,6 (mit 10-2m Mercaptodthanol und 10-3m Komplexon) bei 8-10 m Amp. und ca.
40-45 Min. Laufzeit durchgefithrt. Aufgetragene Menge: ca. 0,5-2 BUcHER-Einheiten. Nachweis
der Banden mit Aldolaseaktivitit nach CHRISTEN et al. [20].

9. Die Dissoziation dey Aldolase in Untereinheiten und Rcassoziation derselben fithrten wir
nach PENHOET [19] durch: Es wurde das pH der Aldolaselésung (4 mg Aldolase in 4 ml 0,01m Tris-
puffer pH 7,5) mit 1x H,PO, auf 2 gebracht und 30 Min. so belassen. Dabei erfolgt eine Aufspaltung
der Aldolase in ihre Untereinheiten. Nach rascher Verdiinnung auf ca. das 20fache Volumen und
Ruckfiihren des pH mit 1M Trislosung auf 7,5 kommt es zu einer Reassoziation der Untereinhciten.
Es konnte bei den Versuchen mit gereinigten Aldolasen jeweils noch ca. die Halfte der urspriingli-
chen Aktivitit gefunden werden; mit den Hirn-Rohextrakten war die wiedergefundene Aktivitit
nur um 109%,.

10. Fir die Immunisierung der Meerschweinchen wurde eine Suspension gleicher Volumina
komplettes FREUND sches Adjuvans und Aldolaseldsung (in einer Konzentration von 10 mg/ml)
intracutan gespritzt, d.h. es wurden pro Meerschweinchen gleichzeitig 5-6 Injektionen mit ca.
0,1-0,15 ml Gemisch verteilt in die Riickenhaut appliziert. Nach 14 Tagen crfolgte eine zweite
gleiche Injektionsserie. Nach weiteren 8 Tagen wurde probeweise durch Herzpunktion Blut ent-
nommen. Es waren nach dieser Zeit alle Meerschweinchen bereits immunisicrt. Dies wurde mittels
OucHTERLONY-Test nachgewiesen.

Dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FOR-
SCHUNG sind wir fiir dic Unterstiitzung dieser Arbeit sechr verbunden. Frau M. LEHMANN-BARTH
und Frau C. KLoTER-WURscH danken wir firr ihren Einsatz bei der Durchfithrung der Versuche
bestens. Ferner méchten wir auch Frl. U.M@LLer und Herrn Dr. C.Barry fiir ihre Mithilfe bei
gewissen Versuchen unseren Dank aussprechen.
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