
Uber die Pyruvat-Kinase (E.C.2.7.1.40) 
undPhosphoenolpyruvat-Carboxykinase 

(E.C.4.1.1.32) aus der Mitteldarmdrüse 
winterschlafender Helix aspersa O. F. M ü ll .

V o n  H erbert  N o p p , L u d w ig  M a u r e r  und C h r ist ia n  Sc h u b e r t

Mit 12 Abbildungen

(Vorgelegt in der Sitzung der mathem.-naturw. Klasse am 25. Juni 1981 durch das w. M.
W il h e l m  K ü h n e l t )

D u rch  den U m sta n d , daß die L andsch neck en  zum  aktiven  
L eb en svo llzu g  eng an das V orh an d en sein  vo n  flü ssigem  W asser in F orm  
vo n  R egen  oder Tau geb u n d en  sind , verbringen v iele  A rten  gem äßigter  
und vor allem  arider K lim ageb iete ausgedehnte Z eiten  in einem  
w eitgeh en d  inaktiven  Z ustand  (T rock en sch la f /  A estiva tion , W intersch laf 
/  H ib ern ation ; a llgem ein  O b lo m o v ism u s n. Boss 1974), w o b e i sie sich  
durch R ü ck zu g  in die Schale und A u sb ild u n g  v o n  V ersch lu ß m ech an is
m en vor  zu  großem  W asserverlust sch ü tzen . In ariden G eb ieten  k ön n en  
so lch e durch T rock en h eit erzw u n gen e  R uhepausen  v iele  M on ate , ja sogar  
Jahre dauern (Ü b ersich ten  bei C o m fo r t  1957, H u n t e r  1964, Boss 1974). 
D ie  Frage des verringerten  W asserverlustes w ährend  so lch er  extrem  
langer D o rm a n zze iten  k on n te  w e itgeh en d  geklärt w erden: D ie  V er
sch lußhäute in der M ü n d u n g  sind  nur geringfügig  b eteilig t (M a c h in  1968, 
P ic h e r  1972), der eigen tlich e  S ch utzm echan ism us besteh t darin, daß die 
E p ith elze llen  des M antelkragens, der die M ü n d u n g  w ährend  der 
R u h ezustände versch ließ t, im  apikalen Z ellte il (genauer in den  obersten
2 |im  unter dem  M ik rov illisau m ) einen  steilen  K C l-G rad ien ten  ausb ilden , 
w elcher aus o sm o tisch en  G ründ en  die W asserabgabe w eitgeh en d  
unterdrückt (M a c h in  1974, N e w e l l  and M a c h in  1976, A p p le to n  und  
N e w e l l  1977, N e w e l l  und A p p le to n  1979). W esen tlich  w en iger  w issen  
w ir über den  M echan ism u s der A tm u n g s- und S to ffw ech se lred u k tio n , die  
aus G rün den  der R eserv esto ffö k o n o m ie  als auch aus G rü n d en  der 
H erab setzu n g  des W asserverlustes über die A tem ö ffn u n g  ebenfalls  
n o tw en d ig  ist. Z um  T eil sch ein t d iese D ro sse lu n g  über eine ze itw e ilig e  
U n terd rü ck u n g  der äußeren A tm u n g  zu  erfolgen  (S c h m id t-N ie ls e n  und  
M itarbeiter 1971, N op p  1971, 1974), verm utlich  verbun den  m it einer  
fakultativ-anaeroben  D eck u n g  des (ged rosselten ) E nergiebedarfs (v a n  
d er  K o lk  1976, W ieser  1978, 1981, WiESERund L a c k n e r  1977, W ieser
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und W r ig h t  1978, 1979). Dieser fakultativ-anaerobe Stoffwechsel weicht 
von dem in den letzten eineinhalb Jahrzenten für viele Evertebraten 
Erhobenen insoferne ab, als neben der A nhäufung von Succinat und 
einigen anderen Zw ischenprodukten auch eine hohe D -L D H -A ktiv itä t 
und D -Lactat-B ildung festgestellt w urde (W ie s e r  1978, 1981, W ie s e r  und 
W r ig h t  1978, 1979), w ährend Lactat sonst bei fakultativ-anaeroben 
Evertebraten meist höchstens als initiales Zw ischenprodukt gefunden 
w urde.

Gerade wegen dieser überraschend hohen D -L D H -A ktiv itä t und der 
daneben auch vorkom m enden Succinatanhäufung verdient das Schlüssel
enzym  der Succinatbildung, die Phosphoenolpyruvat-C arboxykinase 
(PEPC K ), eine besondere Beachtung. In der vorliegenden U ntersuchung 
werden daher einige Versuche zu r Existenz und K inetik der PE PC K  und
-  wegen der K onkurrenz um das gleiche Substrat -  auch entsprechende 
Versuche über die Pyruvatkinase (PK) mitgeteilt.

Material und Methode
Die verwendeten H elix aspersa O . F. M ü l l ,  w urden im September 

1979 in Rom  am M arkt von einem Bauern gekauft und am Institu t bis 
Anfang N ovem ber gefüttert, dann am D achboden des Instituts 
eingew intert, w o sie den W inter un ter Bedingungen ähnlich denen im 
H erkunftsland im W interschlaf verbrachten: Festgeheftet in einer lose 
aufgeschichteten Kalksteinm auer; E rw ärm ung an Sonnentagen bis 
10 -1 5 °C , A bkühlung w ährend der F rostperioden bis höchstens -1 ° C ; 
tagesperiodische Tem peraturschw ankungen, natürliche Tageslänge. V or 
Beendigung des W interschlafes, am 20. M ärz 1980, w urden 80 Individuen 
von den Steinen abgelöst, die Schale von der M ündung her aufgebrochen 
und die drei großen M itteldarm drüsenlappen im Bereich der D arm 
schlinge hinter der N iere entnom m en und bei 0 -2 °  C in einem Becherglas 
gesammelt. N achdem  alle 80 Tiere präpariert w orden waren, w urden die 
M itteldarm drüsenstücke m it 100 ml A ceton aus der T iefkühltruhe 
(-18°C ) übergossen und sofort mittels U ltra-T urrax  hom ogenisiert. 
N ach Zentrifugation (15.000 g, 20 min) w urde das Sediment noch dreimal 
m it dem eiskalten Aceton resuspendiert und jeweils wieder abzentrifu
giert, zu letzt das Aceton durch Evakuieren entfernt und das trockene 
Sediment in der Reibschale pulverisiert und bei -18° C aufbewahrt.

Zu den Enzym versuchen w urde jeweils ein Teil des Aceton-Pulvers 
(20 m g/m l) 2 Stunden in kalter (0 -4 °  C ), 0,15 M K C l-Lösung extrahiert, 
alles Unlösliche bei 15.000 g 20 min lang abzentrifugiert und der 
U berstand durch tropfenweisen Zusatz kalter, gesättigter (NH4)2SC)4- 
Lösung (unter U m rühren, im Eisbad) auf 30, 40, 50, 60 bzw. 70 %
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Am m onsulfatsättigung gebracht (gelegentlich w urde auch nur m it 30 %- 
bzw. 70 % -Fällung gearbeitet). D er jeweilige Niederschlag w urde bei 
15.000 g 20 min abzentrifugiert und in einem Viertel bis der H älfte der 
Ausgangsmenge T ris-H C l-P uffer aufgenommen und 3 Stunden gegen 
T ris-H C l (pH  7,5) dialysiert (ein- bis zweimal gewechselt; E ndkonzen
tration an Protein meist 5 -10m g/m l).

Dieses partiell gereinigte Präparat w urde entweder sofort verw endet 
oder in Portionen zu 0,5 bis 2 ml eingefroren (—18° C) und an den 
nachfolgenden Tagen verw endet. W egen des A ktivitätsm axim um s w urde 
nach M öglichkeit für den PK - und PE PC K -T est die 50 % -A m m onsulfat- 
Fraktion verw endet, aus G ründen der M aterialersparnis daneben auch die 
40 % Fraktion für den PK -Test und die 60 % -Fraktion für den PE PC K - 
Test (prinzipiell ähnliche Ergebnisse, geringere Aktivität).

W enn im Text oder in den Abbildungslegenden nichts anderes 
angegeben wird, enthielten die Tests folgende K om ponenten (G esam t
volum en 2 ml; molare E ndkonzentration  in Klammer):
PK -Test: T ris-H C l (50 mM ), A D P (3,2 mM), F D P 2 (0,1 mM ), M g S 0 4 

(10 mM), K C l (75 mM ), L D H  (15U /2m l), Enzym präparat 
(5-10 mg Protein /  ml), N A D H  (0,14 mM), PEP (1,6 mM ). Die 
K om ponenten w urden erst unm ittelbar vor dem Versuch vereinigt, 
der p H  vor dem L D H -Z usatz  eingestellt und nach dem optischen 
Test nochmals gemessen (für PK  in der Regel pH  =  7,3). 

PEPC K -Test: T ris-H C l (50 mM ), MnSÜ4 (1 mM), ID P  (1 mM), 
H C O ä (50 m M ; als K- oder N a-Salz), N A D H  (0,15 mM ), M D H  
(6 U /2 m l), Enzym präparat (5—10 mg Protein/m l), PEP (1 mM). 
K om ponenten wie oben erst vor dem Versuch vereinigt, p H  vor dem 
M D H -Z usatz  eingestellt und nach dem optischen Test gemessen; 
p H  für PE PC K  7,65.
Die Chem ikalien stam m ten von M erck bzw. Boehringer, P-L- 

Arginin von Sigma. Die M essung der N A D H -O xydation  erfolgte bei 
25° C an einem Bausch & Lom b 200 U V D -Spektralphotom eter bei 
340 nm ; Proteinbestim m ung nach L o w r y  und M itarbeiter (1951).

Ergebnisse und Diskussion
D ie in der oben angegebenen Weise gemessene P H -A k tiv itä t 

entsprach w eitgehend den Erw artungen (vergl. H e s s  und W ie k e r  1974, 
G u t m a n n  und B e r n t  1974, W ie s e r  und W r ig h t  1979, H o f f m a n n  1975 
u. a.):
1. Km gegen PEP ca. 4 0 -6 5  |J,M/1 (bei V erw endung der 50 % -A m m onsul- 

fatfraktion, wesentlich höher bei der 40 % -Fraktion).
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2. Spezifischer Bedarf an K+ und M g+ + , letzteres kann nur teilweise 
durch Mn++ ersetzt w erden (Abb. 1), nicht aber durch Fe+ + , Zn+ + 
oder C a+ + .

3. C a++ (als C hlorid) läßt m it steigender K onzentration  eine H em m ung 
erkennen, ebenso Zusatz von steigenden K onzentrationen von 
H C O ä (Abb. 2 und Abb. 3).

4. Spezifischer N ucleotid-B edarf (Abb. 4), A T P-H em m ung (Abb. 5) 
und A lanin-H em m ung (Abb. 6).

5. A llosterische F ö rderu n g 'd u rch  F ructose-l,6 -D iphosphat (Abb. 7).
6. pH -A bhängigkeit flach m it Gipfel bei 7,3 (im T ris-H C l-Puffer).
7. Keine Phospho-L -A rginin-H em m ung; diese w ar allerdings im partiell 

gereinigten A ceton-A uszug auch nicht zu erw arten gewesen (verglei
che W ieser  und L a c k n e r  1977).

PEPCK-Aktivität:
D er  verw en d ete  P E P C K -T est stim m t w e itgeh en d  m it dem  auch  

son st in  zo o lo g isc h e n  A rbeiten  ü b lich en  üb erein  (zu rü ck gehend  auf 
M u s ta fa  und  H o c h a c h k a  1973 b zw . U t t e r  und  K u r a h a sh i 1954; 
H o fm a n n  und M itarbeiter, 1979 u. a .).

Zunächst entsprach auch hier das Ergebnis den Erw artungen:
1. Km gegen PEP ca. 50^iM /l (50 % -A m m onsulfat-Fraktion; 6 0 % - 

F raktion  höher); es sei angem erkt -  obw ohl nicht Gegenstand dieser 
A rbeit - ,  daß die Km gegen PEP bei rohen Extrakten trockenschlafen
der Som m ertiere meist um  20—30(J,M/1 lag.

2. p H -O p tim u m  bei 7,6 m it flachem Gipfel (auffällig im Vergleich zur 
PK!).

3. ITP hem m t (Abb. 8); L-Alanin hem m t nicht, hebt auch die ITP- 
H em m ung nicht auf (vgl. M u s ta fa  und H o c h a c h k a  1973).

4. H C O ä  fördert m it steigender K onzentration  die PE PC K -A ktiv ität 
(O ptim um  bei 50m M /l) (Abb. 9).

5. M n++ kann durch Fe+ + , Z n ++ oder C a++ nicht ersetzt werden, 
letzteres hem m t mit steigender K onzentration (Abb. 10).

V ersucht man, M n++ durch M g++ zu ersetzen, so w ird man mit 
Schwierigkeiten konfrontiert, die sich wie ein ro ter Faden durch alle 
unsere PEPC K -B em ühungen zogen: D ie gleichzeitige Anw esenheit einer 
m indestens zehnm al aktiveren PK  (und L D H !, s. u .) spielt bei jeder 
A bw eichung vom Standardrezept eine zunehm end störende Rolle, was 
durch die Ä hnlichkeit der beiden Tests bedingt ist; so w ird es auch bei 
V ariation der G rundrezepte (Verwendung von N aH C O s-Z usatz  statt 
K H C O a im PE PC K -Test, A rbeiten m it und ohne H C O ä-Z usatz . . .) 
sehr schwer, zu entscheiden, ob im optischen Test die N A D H -
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A bb. 1: Abhängigkeit der PK-Aktivität 
(40 %-Ammonsulfat-Fraktion) von der 
Mg++ -  bzw. Mn++-Konzentration. Or
dinate: AE/m in, Abszisse: mM/1 Mg++ 

bzw. Mn++.

a^ /  min

Abb. 3: Hemmwirkung von HCO3 auf 
die PK-Aktivität (40 %-Ammonsulfat- 

Fraktion).

Abb. 2: Hemmwirkung von C a t+ auf die 
PK-Aktivität (40 %-Ammonsulfat-Frak- 

tion).

Abb. 4: Abhängigkeit der PK-Aktivität 
(40 %-Ammonsulfat-Fraktion) von der 
Nucleotid-Konzentration. Abszisse: 

mM/1 ADP bzw. IDP.
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0  0,8 1,6
m M /l PEP

Abb. 5: Hemmung der PK-Aktivität 
(50 %-Ammonsulfat-Fraktion) bei ver
schiedenen ATP-Konzentrationen. Abs

zisse: Substratkonzentration 
(mM/l PEP).

(40 %-Ammonsulfat-Fraktion) durch 
verschiedene Konzentrationen von Fruc- 

tose-1,6-Diphosphat.

0 0,8 . 1,6
m M /l PEP

Abb. 6: Hemmung der PK-Aktivität 
(40 %-Ammonsulfat-Fraktion) bei ver
schiedenen L-Alanin-Konzentrationen.

/  min

A bb. 8: Hemmung der PEPCK-Aktivität 
(60 %-Ammunosulfat-Fraktion) bei ver

schiedenen ITP-Konzentrationen.
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A bb. 9: Förderung der PEPCK-Aktivität 
(50 %-Ammonsulfatfraktion) durch stei
gende Konzentrationen von NaHCCh 

bzw. KHCOs .

a g /m in

Abb. 11: LDH-, PK- und PEPCK- 
Aktivität im rohen Ansatz des Acetonaus
zugs und in verschiedenen Ammonsulfat- 

Fraktionen.

/m in

die PEPCK-Aktivität (50 %-Ammon- 
sulfat-Funktion).

Abb. 12: Unterschiedliche IDP-Abhän
gigkeit der PEPCK-Aktivität der 50 %- 

bzw. 70 %-Fraktion.
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O xydation tatsächlich auf die W irksam keit einer PE PC K  zurückzufüh
ren ist oder von PK +  L D H  oder von anderen Enzym en vorgetäuscht 
w ird. D er einzige, einigermaßen deutliche H inw eis auf die Existenz einer 
PE PC K  ist die unterschiedliche H C O ä-A bhängigkeit (Vergleich der 
Abb. 3 und Abb. 9). Als weitere H inw eise (nicht als Beweise) kann man 
die U nterschiede der PK - und PE PC K -A ktiv ität in den einzelnen 
A m m onsulfatfraktionen nehm en: Zw ar haben beide Tests in der 50 %- 
F raktion  ihr M aximum, doch schon in der 60 % -Fraktion  zeigen sich 
insofern U nterschiede, als die PK -A ktivität stärker abfällt als die 
PE PC K -A ktiv ität (Abb. 11); bei einer einzigen, unsachgemäß durchge
führten  A m m onsulfatfällung hatten w ir sogar die Maxima eindeutig in 
getrennten Fraktionen, doch ließ sich dieses Ergebnis nicht reproduzie
ren. Eine gewisse Vorsicht ist auch bei der Beurteilung der relativ hohen 
, ,P E PC K -A ktiv itä t“ der 70 % -Fraktion  (Abb. 11) notw endig: W ährend 
die PEPC K -A ktiv ität der 60 % -Fraktion sich (mit geringerer Rate und 
schlechterem  Km-Wert) wie die 50 % -Fraktion  verhielt, muß die 
entsprechende A ktivität der 70 % -Frak tion  auf ein anderes Enzym  
zurückgehen, wie als Beispiel die ID P-A bhängigkeit der 70 % -Fraktion 
im Vergleich zur 50 % -Fraktion  zeigt (Abb. 12).

Es m uß noch hinzugefügt w erden, daß es uns nicht gelang, die beiden 
Enzym e zu trennen, weder durch Am m onsulfatfällung (10 % -Schritte, 
A bb. 11), noch mittels Ionen-A ustauscher-Säulen (CM - bzw. D EA E- 
Cellulose) noch durch Sephadex-G 75 und Sephadex G 100). Das gekaufte 
Boehringer P K /L D H -P räpara t aus K aninchenm uskel (N r. 109.096) 
brachte im PE PC K -Test mit und ohne K + bzw . m it und ohne H C O ä 
ähnliche Ergebnisse wie der A cetonauszug -  was aber auch nicht als 
A rgum ent gegen das Vorhandensein einer PE PC K  verw endet werden 
kann.

N im m t man als einigermaßen gesicherte PE PC K -A ktivität im 
PE PC K -T est nur die D ifferenz der N A D H -O x y d atio n  mit und ohne 
N aH C O a-Z usatz , so liegt die PK -A ktivität bei unserem A cetonauszug 
der M itteldarm drüse winterschlafender H elix aspersa wenigstens 15mal 
höher als die PE PC K -A ktiv ität (noch deutlich höher als die PK -A ktivität 
liegt die L D H -A ktiv ität, gemessen m it H ilfe des M ercko-Test- 
Reagenziensatzes N r. 3339) (vergl. hiezu W ieser  und W r ig h t  1978, 
1979).

Angesichts dieser augenscheinlich niedrigen PEPC K -A ktivität 
scheint es fraglich, ob die PE PC K  eine wesentliche Rolle bei der 
fakultativen A naerobiose dieser Schnecken spielen kann und ob die 
beobachtbare Succinatanhäufung (v. d. K o lk  1976, W ieser  1978, 1981, 
V o g e l  m ündl.) vielleicht gar nicht über PEP-O xalacetat-M alat-Fum arat- 
Succinat zustande kom m t, wie zuletzt bei Evertebraten meist angenom 
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m en und  zu m  T eil auch b ew iesen  w u rd e. Im m erh in  k o n n te  jüngst auch  
eine anaerobe S u ccinatb ild ung aus dem  A m in o sä u rep o o l (A spartat- 
O xalacetat-M alat-F um arat-S uccinat) au fgezeigt w erden  ( C o l l i c u t  und  
H o c h a c h k a  1977: A ustern -V en trik el; F e lb e c k  1980: A ren ico la ). G egen  
letztere M ög lich k eit spricht bei P u lm on aten  allerdings der an H . pom atia  
erhobene B efu n d , daß sich  der A m in osäu rep oo l zu  w en ig  ändert (W ieser  
und S c h u s te r  1975, W ieser  1981 und m ü n d l.). B ei erzw u n gen er  
A n aerob iose  (z . B . S tick sto ffb egasu n g  aktiver In d iv id u en ) darf m an  
allerdings n ich t außer A ch t lassen , daß d ie S to ffw ech se lw eg e  im  
T rock en sch la f ganz andere sein  könn ten : A u ch  bei M ytilu s d ifferieren  die  
E n d p roduk te bei A n a ero b io se  in L uft (b zw . N 2) d eu tlich  v o n  denen  in  
sauerstofffreiem  W asser (K lu y tm a n s  und M itarbeiter, 1977).

Im m erhin m uß man aber bedenken, daß der Gesam tstoffwechsel 
vieler xerophiler Pulm onaten bei D orm anzzuständen ein äußerst geringes 
N iveau erreichen kann; auf diesem gedrosselten N iveau könnte auch die 
bescheidene PE PC K -A ktiv ität für die Succinatbildung (als wichtigem 
E lektronenakzeptor bei fehlendem Sauerstoff) bedeutsam  sein, w enn PK 
und /oder L D H  durch geeignete Schaltmechanismen gehem m t sind. 
H inw eise auf solche Schaltmechanismen fanden sich in unserer A rbeit nur 
spärlich; die Alanin- und H C O ä-H em m u n g  der PK käme nach den 
vorkom m enden M engen in Frage (B u r t o n  1969, 1975, W ieser 1981), 
dazu die von W ieser  und L a c k n e r  (1979) bei H elix pom atia untersuchte 
P-L -A rginin-H em m ung der PK.

Z usam m enfassung

An partiell gereinigten Präparaten der M itteldarm drüse von H elix  
aspersa w urde die Pyruvat-K inase- und Phosphoenolpyruvat-C arboxy- 
kinase-A ktivität untersucht und im H inblick auf den Trockenschlafstoff- 
wechsel diskutiert.
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