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A single procedure for the preparation of lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.27), the mitochondrial 
and cytoplasmic forms of malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37), adenylate kinase (EC 2.7.4.3) 
and pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) from pig heart is described. The five enzymes are obtained in 
preparative amounts in homogenous form with specific activities equal to or higher than those pre
viously reported. Some molecular properties of pig heart pyruvate kinase are determined.

Einleitung

Bei Röntgenuntersuchungen der Raumstrukturen 

von Dehydrogenasen und Kinasen findet man eine 

gemeinsame Struktur der Adeninnucleotidbindungs- 

stelle im aktiven Zentrum. Es wird deshalb ver

mutet, daß diese Enzyme im Laufe der Evolution 

aus einer gemeinsamen Vorstufe hervorgegangen 

sind 2. Bei einer Entwicklung der aktiven Zentren 

aus einer gemeinsamen Vorstufe ist zu erwarten, 

daß nicht nur die Elektronendichteverteilung der 

Nucleotidbindungsstelle ähnlich geblieben ist, son

dern auch ihr chemischer Charakter. Deshalb soll

ten gleiche chemische Modifizierungen an allen 

homologen Enzymen möglich sein3. Eine Voraus

setzung für eindeutige Aussagen bei chemischen 

Untersuchungen sind ausreichende Mengen homo

gener Enzympräparate. Wir haben eine Aufarbei

tungsmethode entwickelt, bei der aus Schweine

herzen als Ausgangsmaterial sowohl Dehydrogena

sen als auch Kinasen in reiner Form in befriedigen

der Ausbeute gewonnen werden. Da Pyruvat-Kinase 

aus dieser Quelle noch nicht genauer charakterisiert 

ist, werden einige Eigenschaften dieses Enzyms be

schrieben.

Material und Methoden

Schweineherzen wurden von dem hiesigen Schlacht
hof bezogen. Sie wurden innerhalb von 2,5 Stunden
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nach dem Schlachten von Fett und Sehnen befreit 
und bis zur Verwendung tiefgefroren aufbewahrt.

CM-Sephadex, DEAE-Sephadex und die verschie
denen Sephadex-Typen waren Produkte der Firma 
Pharmacia.

NADH, NADP, Oxalacetat, Hexokinase und Glu- 
cose-6-phosphat-Dehydrogenase bezogen wir von 
Boehringer, Mannheim. Imidazol der EGA-Chemie 
wurde 2mal aus Aceton umkristallisiert.

AMP, ADP und ATP lieferten die Papierwerke 
Waldhof-Aschaffenburg, Mannheim. AMP war noch 
mit geringen Mengen ADP verunreinigt, die sich 
durch Ionenaustauschchromatographie an Dowex 
50 (H+) entfernen ließen.

Phosphoenolpyruvat wurde nach der Vorschrift 
von Clark und Kirby 4 synthetisiert.

Hydrolysierte Stärke nach Smithies 5 war ein Pro
dukt von Connaught Medical Research Laboratories, 
Toronto, Canada. Eichproteine für die Molekular
gewichtsbestimmung wurden von Boehringer, Mann
heim, bezogen.

Ampholyte waren Produkte der Firma Serva, Hei
delberg. Puffer wurden aus demineralisiertem Was
ser hergestellt. Ihr pH-Wert wurde mit einer Glas
elektrode bei Zimmertemperatur bestimmt. Für die 
Säulenchromatographie wurde ein 0,4 M Kalium
phosphatpuffer (pH 6,5) hergestellt. Vor der Ver
wendung wurde er entsprechend verdünnt; der pH- 
Wert der Lösung wurde kontrolliert und — wenn 
nötig — durch Zugabe von 2 N HCl oder 2 N KOH 
korrigiert.

Enzymtests

Die Geschwindigkeit der Oxidation von NADH 
oder der Reduktion von NADP bei 25 °C wurde bei
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366 nm mit einem Photometer Eppendorf gemessen. 
Eine Aktivitätseinheit wurde definiert als die Bil
dung von 1 /<mol Produkt pro min. Die spezifische 
Aktivität wurde definiert als die Anzahl der Einhei
ten pro mg Protein.

Adenylat-Kinase

Die Aktivität von Adenylat-Kinase wurde in einem 
gekoppelten Enzymtest gemessen, in dem die Bil
dung von ADP mit Hilfe von Pyruvat-Kinase und 
Lactat-Dehydrogenase bestimmt wird. Die Test
lösung enthält in 1,2 ml 0,1 M Triäthanolamin/HCl- 
Puffer (pH 7,6); 1,4 m M  MgCl2; 80 m M  KCl; 
0,8 m M  ATP; 2,3 m M  AMP; 0,2 m M  NADH; 
0.4 m M  Phosphoenolpyruvat; 10 Einheiten Lactat- 
Dehydrogenase; 10 Einheiten Pyruvat-Kinase und 
geschwindigkeitsbestimmende Mengen Adenylat- 
Kinase. Eine Aktivitätseinheit entspricht der Bil
dung von 2 /^mol ADP pro min.

Die Bildung von ATP wurde mit Hilfe von Hexo- 
kinase und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase be
stimmt. Die Testlösung enthält in 1,2 ml 0,1 M Tri- 
äthanolamin/HCl-Puffer (pH 7,6); 1,4 mM  MgCL; 
80 m M  KCl; 0,33 m M  ADP; 1,6 m M  Glucose; 0,17 
m M  NADP; 5 Einheiten Hexokinase; 7 Einheiten 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und geschwin
digkeitsbestimmende Mengen Adenylat-Kinase. 
Lactat-Dehydrogenase

Die Testlösung enthält in 1,05 ml 0,15 m  Phos
phatpuffer (pH 7,2) 0,5 m M  Pyruvat und 0,44 m M  

NADH.

Malat-Dehydrogenase

Die Testlösung enthält in 1,05 ml 0,15 m  Phos
phatpuffer (pH 7,2) 0,9 m M  Oxalacetat und 0,2 m M  

NADH.

Pyruvat-Kinase

Die Bildung von Pyruvat wird mit Hilfe von Lac
tat-Dehydrogenase bestimmt. Die Testlösung enthält 
in 1,2 ml 0,1 M Triäthanolamin/HCl-Puffer (pH
7,6) 10 m M  MgCl2; 20 m M  KCl; 1,5 m M  ADP; 0,7 
m M  Phosphoenolpyruvat; 0,2 m M  NADH; 10 Ein
heiten Lactat-Dehydrogenase und geschwindigkeits
bestimmende Mengen Pyruvat-Kinase.

Analytische Verfahren

In Säuleneluaten wurde die Absorption bei 280 
nm mit einem Uvicord II gemessen. Die Proteinkon
zentration wurde nach der Biuretmethode mit einem 
Faktor von 16,5 6 bestimmt. Bei gereinigten Enzym
lösungen wurde die Absorption bei 280 nm für die 
Konzentrationsbestimmung verwandt. Bei Adenylat- 
Kinase benutzten wir Ai°m = 5,38 7, bei cytoplasma- 
tischer Malat-Dehydrogenase ^ 1^  = 13,1 8 und für 
Pyruvat-Kinase den in dieser Arbeit bestimmten 
Wert.

Für die Bestimmung des Biuretfaktors für Pyru
vat-Kinase wurden einige Milligramm Enzym durch 
Dialyse oder Gelfiltration gegen bidestilliertes Was
ser von Salzen befreit. Die salzfreie Lösung wurde 
bis zur Gewichtskonstanz in tarierten Gefäßen bei 
60 °C und einem Druck von 0,5 mm Hg über P20 5 
getrocknet. Das Gewicht des getrockneten Proteins 
wurde bestimmt und anschließend die Biuretreak- 
tion durchgeführt.

In Polyacrylamidgelen wurden die Proteinbanden 
durch Färben mit Coomassie Brillant Blau und in 
Stärkegelen mit Amidoschwarz sichtbar gemacht.

Die Stärkegelelektrophorese wurde wie von 
Lang9 beschrieben durchgeführt. Bei der Discelek- 
trophorese benutzten wir Standardmethoden 10. Po
lyacrylamidgelelektrophorese in Gegenwart von Na- 
triumdodecylsulfat wurde nach der von Weber und 
Osborne11 modifizierten Methode durchgeführt.

Die Isoelektrische Fokussierung wurde in einer 
Apparatur der Firma LKB durchgeführt.

Enzymisolierung

Die Ammoniumsulfatkonzentrationen wurden nach 
der Tabelle von Clark und Kirby 12 berechnet. Kor
rekturen für die Temperaturabhängigkeit der Lös
lichkeit von Ammoniumsulfat wurden nicht vorge
nommen. Soweit nicht anders erwähnt, wurden alle 
Schritte bei 0 — 4 °C durchgeführt.

Schritt 1: Herstellung eines Extraktes

2000 g von Fett und Sehnen befreite, gefrorene 
Schweineherzen werden über Nacht bei 4 °C aufge
taut und in einem Fleisch wolf 2mal zerkleinert. Je 
100 g werden mit 300 ml kalter 10 m M  KCl-Lösung 
60 Sekunden mit einem Ultraturrax homogenisiert. 
Der pH-Wert des Homogenisats wird mit 2 N Am
moniak zwischen pH 6 und pH 7 gehalten. Nach 
45 min Rühren wird das Homogenisat 50 min bei 
3400 X g zentrifugiert. Das Sediment wird verwor
fen. Eine weitere Extraktion erbringt keine wesent
lich größeren Ausbeuten.

Schritt 2: Ammoniumsulfatfraktionierung

Der Extrakt wird innerhalb von 2 Stunden auf 
eine Ammoniumsulfatkonzentration von 45-prozen
tiger Sättigung gebracht. Danach wird noch 1 Stunde 
gerührt und dann 1 Stunde bei 3400 X g zentrifu
giert. Der Niederschlag wird verworfen und der 
Überstand auf 80-prozentige Sättigung an Am
moniumsulfat gebracht. Nach 15 Stunden Rühren 
wird die Suspension bei 3400 xg  1 Stunde zentri
fugiert. Der Niederschlag wird in Wasser von 0 °C 
(20 ml pro 100 g zerkleinerte Herzen) gelöst.

Schritt 3: Chromatographie an CM-Sephadex

Der gelöste Niederschlag der 80-prozentigen Fäl
lung wird gegen 40 m M  K-Phosphatpuffer (pH 6,5)
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dialysiert, bis sich mit Neßlers Reagenz keine NH4+- 
Ionen nachweisen lassen. Die dialysierte Lösung 
wird auf eine Säule gegeben, in der sich CM-Sepha- 
dex (K+-Form) befindet, das mit 40 m M  K-Phos- 
phatpuffer (pH 6,5) äquilibriert ist (Säule 7,5 x 
80 cm). Nachdem das Dialysat eingesickert ist, wird 
mit dem gleichen Puffer gewaschen, bis im Eluat 
keine nennenswerte Absorption meßbar ist. Dabei 
wird die Fraktion Fj eluiert, die Lactat-Dehydro- 
genase und cytoplasmatische Malat-Dehydrogenase 
enthält. Anschließend wird mit einem Gradient aus 
je 4 Liter 0,04 m und 0,1m K-Phosphatpuffer (pH 
6,5) eluiert. Es werden damit in der Reihenfolge 
die Fraktionen Fn (Adenylat-Kinase), Fm (Pyruvat- 
Kinase) und Fiv (mitochondriale Malat-Dehydro
genase) eluiert. Alle Fraktionen werden mit festem 
Ammoniumsulfat auf eine Sättigung von 80 Prozent 
gebracht.

Schritt 4: Trennung von Lactat-Dehydrogenase und 
cytoplasmatischer Malat-Dehydrogenase. Abb. 1 

Der Niederschlag der Ammoniumsulfatfällung 
von Fraktion Fi wird in 200 ml 30 m M  Tris/HCl- 
Puffer (pH 7,2) gelöst und gegen den gleichen Puf
fer dialysiert, bis keine NH4+-Ionen nachzuweisen 
sind. Das Dialysat wird auf eine Säule (7,5 X 
30 cm) gegeben, die mit DEAE-Sephadex A50 —

1 2 3 4 5 6 7 8  [l

Abb. 1. DEAE-Sephadex-Chromatographie der Fraktion Fi 
aus der Trennung an CM-Sephadex. Die Säule wurde mit 
einem NaCl-Gradient, der im oberen Teil dargestellt ist, 
entwickelt. Die Absorption bei 280 nm (--- ) wurde ge
messen und in den Fraktionen die Aktivität von Lactat-De
hydrogenase (# ) und Malat-Dehydrogenase (O) bestimmt.

Die Fraktionen wurden wie angezeigt vereinigt.

äquilibriert mit 33 m M  Tris/HCl-Puffer (pH 7,2) — 
gefüllt ist. Es wird mit einem linearen Natrium- 
chloridgradient von 0 nach 0,5 M im gleichen Puf
fer eluiert. Cytoplasmatische Malat-Dehydrogenase 
wird als Fraktion FIa eluiert und mit Ammonium
sulfat auf 80-prozentige Sättigung gebracht. Frak
tion Fjb enthält Lactat-Dehydrogenase und wird auf 
60-prozentige Sättigung an Ammoniumsulfat ge
bracht.

Schritt 5: Reinigung der Fraktion Fja

Der Niederschlag von Fraktion FIa wird in 100 ml 
33 m M  Tris/HCl-Puffer (pH 7,2) gelöst und mit 
festem Ammoniumsulfat auf eine Sättigung von 35 
Prozent gebracht. Der entstandene Niederschlag, 
der wenig Malat-Dehydrogenase-Aktivität enthält, 
wird verworfen. Der Uberstand wird mit Ammo
niumsulfat auf 80 Prozent Sättigung gebracht und 
der entstandene Niederschlag abzentrifugiert. Das 
Präzipitat wird in 15 ml 50 m M  K-Phosphatpuffer 
(pH 7,2) gelöst. Die Lösung wird an Sephadex 
G100 (Säule 140x2,6 cm) chromatographiert. Da
bei wird ein niedrigermolekulares Hämprotein von 
der Malat-Dehydrogenase abgetrennt.

Schritt 6: Kristallisation der cytoplasmatischen
Malat-Dehydrogenase

Zur Malat-Dehydrogenase enthaltenden Fraktion 
aus Schritt 5 wird Ammoniumsulfat bis zu 50-pro- 
zentiger Sättigung gegeben. Der Niederschlag wird 
nach 15 Stunden abgetrennt. Der Uberstand wird 
langsam auf eine Sättigung von 60 Prozent an Am
moniumsulfat gebracht und der entstandene Nieder
schlag nach einer Stunde abzentrifugiert. Der Über
stand, der über 90 Prozent der von der GlOO-Säule 
eluierten Malat-Dehydrogenase-Aktivität enthält, 
wird auf pH 6,7 eingestellt und die Ammonium- 
sulfatkonzentration auf 65-prozentige Sättigung er
höht. Bei 4 °C bilden sich im Laufe von 20 Stunden 
Kristalle.

Schritt 7: Erste Kristallisation von Lactat-
Dehydrogenase.

Der Niederschlag der Ammoniumsulfatfällung 
von Fraktion Fr, wird in 30 ml 40 m M  K-Phosphat- 
puffer (pH 6,5) gelöst. Durch langsame Zugabe von 
Ammoniumsulfat bis zu einer Konzentration von 
40-prozentiger Sättigung wird Lactat-Dehydrogenase 
kristallisiert.

Schritt 8: Zweite Kristallisation von Lactat-
Dehydrogenase

Die Kristalle aus Schritt 7 werden in 20 ml 50 m M  

K-Phosphatpuffer (pH 7,2) gelöst. Die Lösung 
wird an Sephadex G100 (Säule 140 x 2,6 cm) chro
matographiert. Die Lactat-Dehydrogenase enthal
tende Fraktion wird durch langsame Zugabe von 
Ammoniumsulfat bis zu 45-prozentiger Sättigung 
kristallisiert.

Schritt 9: Hitzebehandlung von Pyruvat-Kinase

Der Niederschlag von Fraktion Fm aus Schritt 3 
wird in 25 ml 20 m M  Imidazol/HCl-Pufrer (pH
6,0) gelöst. Die Lösung wird in einem Wasserbad 
von 80 °C unter Rühren auf 60 °C erhitzt und 
5 min bei dieser Temperatur gehalten. Danach wird
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in einem Eisbad abgekühlt. Das ausgefallene Pro
tein wird abgetrennt und die Lösung auf 20-prozen
tige Ammoniumsulfatsättigung gebracht. Nun wird 
schnell unter Rühren auf 65 °C erhitzt und 5 min 
bei dieser Temperatur gehalten. Die Suspension 
wird im Eisbad abgekühlt und das ausgefallene Pro
tein abzentrifugiert. Das Protein im Überstand 
wird durch Zugabe von Ammoniumsulfat bis zu 80 
Prozent Sättigung ausgefällt.

Schritt 10: Erste Kristallisation von Pyruvat-Kinase 

Der Niederschlag aus Schritt 9 wird in 12 ml 
50 m M  Tris/HCl-Puffer (pH 8,0) gelöst und mit 
festem Ammoniumsulfat bis zur ersten Trübung 
(35-prozentige Sättigung) versetzt. Es wird sofort 
zentrifugiert. Im Überstand bilden sich bei 4 °C im 
Laufe eines Tages Kristalle aus.

Schritt 11: Zweite Kristallisation von Pyruvat- 
Kinase

Die Kristalle aus Schritt 10 werden in 8 ml 50 m M  

Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,0) gelöst und mit festem 
Ammoniumsulfat bis zum Auftreten der ersten Trü
bung versetzt. Über Nacht bilden sich in der Lösung 
bei 4 °C Kristalle.

Schritt 12: Negative Adsorption von mitochondrialer 
Malat-Dehydrogenase an DEAE-Sephadex

Der Niederschlag der Ammoniumsulfatfällung 
von Fraktion FIV wird in 100 ml 33 m M  Tris/HCl- 
Puffer (pH 7,2) gelöst und gegen 2mal 8 Liter des 
gleichen Puffers dialysiert. Die Lösung wird auf 
eine Säule (7,5x35 cm) gegeben, die mit DEAE- 
Sephadex A50 — äquilibriert mit 33 m M  Tris/HCl- 
Puffer (pH 7,2) — gefüllt ist. Mitochondriale 
Malat-Dehydrogenase wird unter diesen Bedingun
gen nicht von DEAE-Sephadex gebunden. Die Malat- 
Dehydrogenase enthaltende Fraktion wird mit Am
moniumsulfat auf eine Konzentration von 70-pro
zentiger Sättigung gebracht.

Schritt 13: Fraktionierte Fällung mit Ammonium
sulfat

Der Niederschlag aus Schritt 12 wird in 100 ml 
33 m M  Tris/HCl-Puffer (pH 7,2) gelöst und lang
sam mit festem Ammoniumsulfat auf eine Sättigung 
von 40 Prozent gebracht. Nach 17 Stunden Stehen 
bei 4 °C wird das ausgefallene Protein abzentrifu
giert und der Überstand langsam auf 50-prozentige 
Sättigung an Ammoniumsulfat gebracht. Nach 2 
Stunden wird zentrifugiert und die Ammoniumsul
fatsättigung auf 70 Prozent erhöht.

Schritt 14: Gelchromatographie an Sephadex G100

Der Niederschlag der 70-prozentigen Fällung aus 
Schritt 13 wird in 10 m l 50 mM  K-Phosphatpuffer 
(pH 7,2) gelöst und die Lösung an Sephadex G100

(Säule 140 X 2,6 cm) im gleichen Puffer chromato- 
graphiert. Die Malat-Dehydrogenase enthaltende 
Fraktion wird mit Ammoniumsulfat auf eine Sätti
gung von 70 Prozent gebracht.

Schritt 15: Säurebehandlung von Adenylat-Kinase

Die Fraktionen Fn aus drei Präparationen werden 
zusammen weiter gereinigt. Die vereinigten Nieder
schläge werden in 180 ml 5 m M  Tris/HCl-Puffer 
(pH 8,0) gelöst. Die Lösung wird bei 0 °C unter 
starkem Rühren mit 2 N  HCl schnell auf pH 3 ge
bracht. Nach 5 min Rühren wird mit 2 N NaOH 
schnell pH 5 und dann langsam pH 7 eingestellt. 
Nach 15 min wird der Niederschlag abzentrifugiert. 
Der Überstand wird auf 30-prozentige Sättigung an 
Ammoniumsulfat gebracht. Das Ausgefällte wird 
nach einer Stunde abgetrennt und der Überstand 
auf 80-prozentige Ammoniumsulfatsättigung ge
bracht.

Schritt 16: Negative Adsorption an DEAE-Sephadex

Der Niederschlag der 80-prozentigen Fällung aus 
Schritt 15 wird in 20 ml 0,1 M Triäthanolamin/HCl- 
Puffer (pH 7,6) gelöst und 24 Stunden gegen 3mal 
7 Liter des gleichen Puffers dialysiert. Die dialy- 
sierte Lösung wird auf eine Säule (4 x 40 cm) ge
geben, die mit DEAE-Sephadex — äquilibriert mit 
0,1 M Triäthanolamin/HCl-Puffer (pH 7,6) — ge
füllt ist. Unter diesen Bedingungen wird Adenylat- 
Kinase nicht an DEAE-Sephadex gebunden. In der 
Adenylat-Kinase-Aktivität enthaltenden Fraktion wird 
mit 2 N  HCl pH 7,0 eingestellt und das Protein 
durch Zugabe von 600 mg Ammoniumsulfat pro ml 
Lösung ausgefällt.

Schritt 17: Chromatographie an CM-Sephadex

Der Niederschlag aus Schritt 16 wird in 6 ml 
40 m M  K-Phosphatpuffer (pH 6,5) gelöst und gegen 
den gleichen Puffer dialysiert, bis die Lösung frei 
von NH4+-Ionen ist. Das Dialysat wird auf eine 
Säule (19x4 cm) gegeben, die mit CM-Sephadex 
(K+-Form, äquilibriert mit 40 m M  K-Phosphatpuf- 
fer pH 6,5) gefüllt ist. Mit dem gleichen Puffer wird 
Adenylat-Kinase eluiert. Das Enzym wird durch Zu
gabe von 600 mg Ammoniumsulfat pro ml Lösung 
ausgefällt.

Schritt 18: Chromatographie an Sephadex G75

Der Niederschlag aus dem vorangegangenen 
Schritt wird in 5 ml 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer (pH
7,0) gelöst und auf einer Sephadex G75-Säule 
(190x 1,8 cm), die mit dem gleichen Puffer equili- 
briert ist, chromatographiert. In der Adenylat- 
Kinase enthaltenden Fraktion wird das Enzym durch 
Zugabe von 600 mg Ammoniumsulfat pro ml Lö
sung ausgefällt.
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Die Trennung und Reinigung der Enzyme ist in

arbeitung sind für die einzelnen Enzyme in den 

Tabn. I bis V zusammengefaßt.

Alle gereinigten Enzyme ergeben in der Disc-
einem Flußdiagramm dargestellt, Abb. 2. Es zeigt elektrophorese und in der Polyacralamidgelelektro-

alle wichtigen Schritte, die notwendig sind, um phorese in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat

jedes der fünf Enzyme zu erhalten. Die Ausbeuten eine Bande. Auch in der Stärkegelelektrophorese

und die spezifischen Aktivitäten während der Auf- sind sie einheitlich.

Organe

DEAE-Sephadex

Abb. 2. Flußdiagramm der Enzymreinigung.

Homogen isieren

I
Extrak tion  mit 10 mM KCl

Ammoniumsulfat -  
fraktion ierung 0O^°

809-6 -  Niederschlag 

CM-Sephadex  

Fll ' I I I

T em peratur-
T

pH-Fraktionierung DEAE-Sephadex

Volumen
[ml]

Protein Gesamt- 
[mg/'ml] einheiten

spezifische
Aktivität

Ausbeute * 
[%]

Extrakt 6200 14 3,2X10® 4 ** 100
45% (NH4)2S04 6450 8 2,7X10« 5 ** 85
Uberstand
80% (NH4)2S04 760 60 2,6X10« 57 ** 81
Sediment
CM-Sephadex Fi 1120 12 7,7 X105 53 24
DEAE-Sephadex Fia 1580 2 5,1 X105 157 16
Gelfiltration G100 82 8 2,0 X105 310 6,2
Kristallisation 1,9 X105 770 5,9

Tab. I. Isolierung von cytoplasmati- 
scher Malat-Dehydrogenase.

* Ausbeute bezieht sich auf den 
Gesamtgehalt an Malat-Dehydro
genase.

** Cytoplasmatische und mitochon
driale Malat-Dehydrogenase.

Volumen
[ml]

Protein
[mg/ml]

Gesamt
einheiten

spezifische
Aktivität

Ausbeute
[%]

Extrakt 6200 14 5,4 X105 6 100
45% (NH4)2S04 6450 8 5,2 X105 10 97
Überstand
80% (NH4)2S04 760 60 5,1 X105 11 95
Sediment
CM-Sephadex Fi 1120 12 4,4 X105 34 81
DEAE-Sephadex Fib 1655 4 3,9 X105 66 72
1. Kristallisation 59 15 3,5 X105 390 65
2. Kristallisation 3,2 X105 490 58

Tab. II. Isolierung von Lactat- 
Dehydrogenase.
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Table III. Isolierung von Pyruvat- 
Volumen Protein Gesamt- spezifische Ausbeute kinase.
[ml] [mg/ml] einheiten Aktivität [%]

Extrakt 6200 14 1,7 X105 2 100
45% (NH4)2S04 6400 8 1,3 X105 2 7 7 
Überstand
80% (NH4)2S04 760 60 1,1 X105 3 67 
Sediment
CM-Sephadex Fm  1682 2 9,5 X104 37 56
Temperatur- 40 8 4,9 X104 1 50 29 
fraktionierung
1. Kristallisation 15 12 4,0X104 232 23
2. Kristallisation 3,1 X104 286 18

Volumen
[ml]

Protein
[mg/ml]

Gesamt
einheiten

spezifische
Aktivität

Ausbeute
[%]

Extrakt 6200 14 1,20 X105 1,4 100
45% (NH4)2S04 
Uberstand

6450 8 1,14 X105 2,1 95

80% (NH4) 2S04 
Sediment

760 60 1,09 X105 2,4 91

CM-Sephadex Fn 1945 1 0,71 X105 30 59
pH-Fraktionierung 180 9 1,83 X105 * 113 51
DEAE-Sephadex 210 2,1 1,80 X105 * 417 50
CM-Sephadex 250 0,5 1,50 X105 * 1390 41
Gelfiltration G75 45 1,15 1,00 X105 * 1940 28

Volumen
[ml]

Protein
[mg/ml]

Gesamt
einheiten

spezifische
Aktivität

Ausbeute * 
[%]

Extrakt 6200 14 3,2X10« 4 ** 100
45% (NH4)2S04 
Uberstand

6450 8 2,7X10® 5 ** 85

80% (NH4)2S04 
Sediment

760 60 2,6X10« 57** 81

CM-Sephadex Fiv 1710 3 1,0X10« 216 31
DEAE-Sephadex 1070 1 8,5 X105 675 26
Fraktionierte Fällung 
mit Ammoniumsulfat

28 16 5,2 X105 1150 17

Gelfiltration Gl 00 48 8 5,0 X105 1295 15

Tab. IV. Isolierung von Adenylat- 
kinase.

* Drei Fraktionen Fn vereinigt.

Tab. V. Isolierung von mitochon
drialer Malat-Dehydrogenase.

* Ausbeute bezieht sidi auf den 
Gesamtgehalt an Malat-Dehy
drogenase.

** Mitochondriale und cytoplasma
tische Malat-Dehydrogenase.

Eigenschaften von Pyruvat-Kinase aus Schweineherz

Molekulargewicht
Für die Molekulargewichtsbestimmung wurden 

zwei Methoden verwandt. Bei nativer Pyruvat- 
Kinase wurde sie mit Hilfe der Gelfiltration13 an 
Sephadex G200 durchgeführt. Das Enzym wird in 
einem symmetrischen Peak eluiert. Das Elutions
volumen entspricht einem Molgewicht von 260000 
±  5000, Abb. 3. Bei Verwendung von Polyacryl
amidgelen in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat 
findet man nach der Elektrophorese eine einzige 
scharfe Bande, deren Wanderungsstrecke einem 
Molekulargewicht von 63500+1500 entspricht, 
Abb. 4.

Isoelektrischer Punkt
Der Isoelektrische Punkt wurde durch isoelektri

sche Fokussierung bestimmt. Der Isoelektrische 
Punkt von Pyruvat-Kinase aus Schweineherz liegt 
bei pH 9,2.
Biuretfaktor und Extinktionskoeffizient

Aus dem Trockengewicht des Proteins ergibt sich 
ein Biuretfaktor7 von 16,6 (für 10 ml Totalvolu
men, 2 cm Lichtweg,  ̂=  546nm ). Die UV-Absorp- 
tion von Pyruvat-Kinase wurde in 0,05 M Imidazol/ 
HCl-Puffer (pH 6,5) bestimmt. Das Absorptions
maximum liegt bei 279 nm. Eine 0,1-prozentige Lö
sung besitzt bei dieser Wellenlänge eine Extinktion 
von 0,55. Das Verhältnis E280: E260 beträgt 1,69.
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Abb. 3. Molekulargewichtbestimmung durch Gel
filtration an Sephadex G 200 (1,4X100 cm) in 0,1m 

K-Phosphatpuffer pH 7,0.

Mol .-Gew.

10000 x Mol. -Gew.

Abb. 4. Molekulargewichtsbestimmung durch Dodecylsulfat- 
Polyacrylamidgelelektrophorese. 1, Trypsininhibitor aus 
Sojabohne; 2, RNA-Polymerase, «-Untereinheit; 3, Albu
min vom Rind; 4, RNA-Polymerase, ^-Untereinheit; 

5, RNA-Polymerase, yS'-Untereinheit.

Einfluß von Effektoren und Inhibitoren
Pyruvat-Kinase aus Schweineherz benötigt zur 

Entfaltung der maximalen Aktivität die Anwesenheit

y>
50-

von Mg2+ und K+. Mn2+ kann Mg2+ ersetzen, wobei 
70 Prozent der maximalen Aktivität erreicht wer
den, während in Gegenwart von Ca2+ keine Aktivität 
gefunden wird.

Es ist bekannt, daß der L-Typ von Pyruvat-Kinase 
durch Fructose-1.6-diphosphat, Phosphoenolpyruvat 
und ATP allosterisch reguliert werden kann u , der 
M-Typ dagegen nur durch 1-Phenylalanin in hoher 
Konzentration 15. Es wurde der Einfluß dieser Ver
bindungen aus Pyruvat-Kinase aus Schweineherz 
untersucht. Dabei wurde nur in Anwesenheit von
1-Phenylalanin eine Veränderung der enzymatischen 
Aktivität beobachtet. Bei 10 m M  1-Phenylalanin er
niedrigt sich die Aktivität maximal bei pH 8,5 auf 
70 Prozent der ungehemmten Aktivität.

Michaelis-Konstanten für ADP und Phosphoenol
pyruvat

Abb. 5 zeigt Lineweaver-Burk-Diagramme für 
ADP und Phosphoenolpyruvat. Bei 2 m M  ADP be

Abb. 5. Lineweaver-Burk-Diagramm 
für O  ADP (Phosphoenolpyruvat 
0,67 m M ), £«=0,49 mM, und +  Phos
phoenolpyruvat (ADP 2 mM ), K m = 
0,03 mM, gemessen bei 25 °C in 0,2 M 
Triäthanolamin/HCl-Puffer (pH 7,6), 
der 10 mM and Mg2+ und 20 mM an K+ 

ist.

Phosphoenolpyruvat ___
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trägt die K m für Phosphoenolpyruvat 0,03 m M . Bei 
0,67 m M  Phosphoenolpyruvat beträgt die K m für 
ADP 0,49 m M .

Diskussion

Zu Beginn dieser Arbeit gab es verschiedene Vor
schriften, um Lactat-Dehydrogenase, Malat-Dehydro
genase und Pyruvat-Kinase aus Schweineherzen zu 
isolieren. Adenylat-Kinase ist aus den Muskeln von 
verschiedenen Tierarten isoliert worden 16, darunter 
auch aus Schweineskelettmuskel '. Während unserer 
Untersuchungen wurde eine Methode zur Isolierung 
dieses Enzymes aus Schweineherzen17 beschrieben 
und gezeigt, daß zwei Formen von Adenylat-Kinase 
im Herzmuskel vorhanden sind, von denen eine säure- 
labil ist und die andere dem Enzym aus Schweine
skelettmuskel entspricht. Eine Isolierung dieser De
hydrogenasen und Kinasen in einer Simultanpräpa- 
ration wurde noch nicht beschrieben.

Bei der hier beschriebenen Präparationsmethode 
werden die Enzyme zuerst auf Grund ihrer unter
schiedlichen Ladung an CM-Sephadex in saure, neu
trale und basische Fraktionen getrennt. Die saure 
Fraktion enthält sowohl cytoplasmatische Malat- 
Dehydrogenase als auch Lactat-Dehydrogenase. 
Beide Enzyme lassen sich mit einem Salzgradienten 
an DEAE-Sephadex trennen. Die anderen Enzyme 
werden schon bei der Chromatographie an CM- 
Sephadex voneinander getrennt. Der erste Präpara- 
tionsabschnitt, der bis zur Isolierung dieser Frak
tionen führt, erfordert einen Zeitaufwand von einer 
Woche. Alle gereinigten Enzyme sind in der Disc- 
elektrophorese einheitlich. Beide Formen der Malat- 
Dehydrogenase ergeben auch in der Stärkegelelek
trophorese jeweils nur eine Proteinbande. Alle bis
herigen Methoden der Isolierung, bis auf eine, die 
vor kurzem veröffentlicht wurde8, führen zu Malat- 
Dehydrogenase-Präparaten, die in der Stärkegel
elektrophorese nicht einheitlich sind.

Die spezifischen Aktivitäten der Enzyme lassen 
sich zum Teil nur schwer mit den in der Literatur 
beschriebenen vergleichen, da dort die Testbedin
gungen stark variieren. So erhält man z. B. mit dem 
von vielen Autoren benutzten Adenylat-Kinase-Test 
nach der Titratormethode 18 Aktivitätswerte, die um 
den Faktor 1,5 größer sind als die mit dem von uns 
benutzten gekoppelten optischen Test bestimmten 
Werte. Die spezifischen Aktivitäten von allen fünf 
Enzymen sind aber zumindest genauso groß wie die 
in der Literatur angegebenen Werte. Bei cytoplas

matischer Malat-Dehydrogenase und Adenyl-Kinase 
sind sie größer.

Aus Schweineherz wurde von Coon 19 ein Enzym 
mit Hydroxylamin-Kinase-Aktivität isoliert, von dem 
später gezeigt wurde, daß es sich um Pyruvat-Kinase 
handelt 20. Die spezifischen Aktivitäten unserer Pyru- 
vat-Kinase-Präparate liegen, wenn wir die unter
schiedlichen Proteinbestimmungsmethoden berück
sichtigen, um den Faktor 1,7 höher.

Es soll noch erwähnt werden, daß die hier be
schriebene Methode auch benutzt werden kann, wenn 
nur eines der fünf Enzyme benötigt wird. Dabei 
kann bei der ersten CM-Sephadex-Chromatographie 
der lineare Gradient durch schrittweise Eluion er
setzt werden. Wenn nur die beiden Kinasen isoliert 
werden sollen, hat es sich bewährt, zuerst die Chro
matographie an DEAE-Sephadex vorzunehmen.

Über die Eigenschaften von Pyruvat-Kinase aus 
Schweineherz ist wenig bekannt. Die Lage des iso
elektrischen Punkts des Enzyms läßt auf einen hohen 
Gehalt an basischen Aminosäuren schließen, wie er 
für Pyruvat-Kinase aus Ochsenskelettmuskel, die 
einen isoelektrischen pH von 8,9 hat, gefunden 
wurde21. Die Molekulargewichte von 260000 für 
das native Enzym und von 63500 für das mit Na- 
triumdodecylsulfat dissoziierte Protein legen einen 
Aufbau des nativen Enzyms aus vier Untereinheiten 
nahe.

Pyruvat-Kinase aus Schweineherz muß auf Grund 
ihres Verhaltens dem M-Typ zugerechnet werden. 
Die Michaelis-Konstanten für ADP und Phospho
enolpyruvat entsprechen denen der Enzyme aus Ka- 
ninchenskelettmuskel 22, Ochsenskelettmuskel21 und 
Meerschweinchengehim23, die alle dem M-Typ zu
gehören. ATP und Fruktose-1.6-diphosphat beein
flussen die enzymatische Aktivität nicht; die Abhän
gigkeit der Enzymaktivität von der Phosphoenol- 
pyruvatkonzentration genügt der Michaelis-Menten- 
Kinetik. Dies und die Hemmung durch Phenylalanin 
unterstützen die Zuordnung zum M-Typ.

Herrn Prof. Dr. Dr. C. Woenckhaus möchten wir 
für sein Interesse an der Durchführung dieser Arbeit 
danken.

Diese Arbeit wurde von der Deutschen For
schungsgemeinschaft und durch ein Stipendium 
(A. G.) der Friedrich Naumann Stiftung unter
stützt.

In dieser Arbeit sind Teile einer Dissertation (A.
G.) im Fachbereich Biochemie und Pharmazie der 
J. W. Goethe Universität, Frankfurt, enthalten.
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