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Fluorometrische Untersuchungen
des Glutaminsiuredehydrogenase-

DPNH-Komplexes

HORST SUND

Medicinska Nobelinstitutet, Biokemiska
avdelningen, Stockholm, Schweden

Boyer und Theorell beobachteten 1956 die
Erhéhung der Fluoreszenz des DPNH. *
und eine Verschiebung seines Fluoreszenz-
maximums nach kiirzeren Wellenléingen in
Gegenwart von Alkoholdehydrogenase aus
Pferdeleber !, Analoge Ergebnisse wurden
mit den bindren Komplexen des DPNH
oder TPNH und Hefe-Alkoholdehydroge-
nase 3, Milchséuredehydrogenase 3, Apfel-
séiuredehydrogenase 4, Isocitronensaurede-
hydrogenase 8 sowie Glu-DH ¢ erhalten.
Glu-DH aus Rinderleber wird durch DPNH
sehr stark gehemmt %° und verschiedene
Verbindungen, unter anderem Adenosin,
Adeninnucleotide und Derivate des Glycins
konnen diese Hemmung verhindern 819,
Ausserdem erhéht DPNH die Dissoziation
der Glu-DH, wihrend TPNH. einen gegen-
teiligen Effekt ausiibt und keine Hemm-
wirkung besitzt 1*. Um festzustellen, ob
Glu-DH fiir DPNH verschiedene Arten von
Bindungsstellen besitzt, wurde mit Hilfe
der Fluoreszenztechnik der bindre Kom-
plex Glu-DH —DPNH studiert.

Experimenteller Teil. Die Fluoreszenzmes-
sungen wurden mit einem registrierenden Spek-
trofluorophotometer vorgenommen, das frither
bereits beschrieben wurde 2. Fiir die Berech-
nung von Kg,g und der Bindungsstellen dien-
ten die von Theorell und Winer angegebenen
Gleichungen 2. Samtliche Messungen wurden
bei 20°in Na-Phosphat-Puffer (4 = 0,1) pH 7,5
vorgenommen. Die Titration des Enzyms mit
DPNH erfolgte durch Messen der Fluoreszenz-
emission bei 440 mu, die Anregung bei 350 mu.
Die Maxima der Emissions- und Anregungs-
spektren sind unkorrigiert fiir die durch die
Intensitdt des Anregungslichtes und der
Empfindlichkeit der Fotozelle bei Anderung
der Wellenldnge auftretenden Abweichungen.,
Fir das benutzte Instrument ergibt die
Korrektur eine Verschiebung der Maxima um

* Abkirzungen: DPNH, R: reduziertes Di-
phosphopyridinnucleotid; Glu-DH, E: Gluta-
minséduredehydrogenase; Q: Fluoreszenz ER/R;
S: Glutaminsiéure; TPNH: reduziertes Triphos-
phopyridinnucleotid; Ky,r = [E][R]/[ER].
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etwa 15 mu nach kiirzeren Wellenlangen. Glu-
DH aus Rinderleber wurde von der Firma C. F.
Boehringer und Soehne, Mannheim, Deutsch-
land *, erhalten und in Gegenwart von Na,SO,
zweimal umkristallisiert, Wechselzahl 6 500 13,
Das Enzym war in der Elektrophorese (Wan-
derungsgeschwindigkeit bei pH 7,4: 4,8 x 1075
cm?sec. V1) und in der Ultrazentrifuge ein-
heitlich. Proteinbestimmung auf Grund der
Absorption bei 280 mu (&5 = 0,95 cm?mg™)
und des Kjeldahl-Stickstoffs (15,5 %). Ver-
héltnis der Absorption bei 280 und 260 myu:
1,97—2,00. Vor der Titration wurde die Glu-
DH ohne Aktivitétsverlust zwei Tage gegen
Na-Phosphat-Puffer (4 = 0,1) pH 7,6 dialy-
siert. DPNH war ein Priparat der Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA, (Rein-
heit bezogen auf die Absorption bei 340 mpu
89 9%, davon 95 9%, enzymatisch aktiv). Gluta-
minsdure wurde von E. Merck, Darmstadt,
Deutschland, bezogen (Reinheit auf Grund des
Kjeldahl-Stickstoffs 98,5 9%, papierchromato-
graphisch einheitlich). ZnSO,-7H,0 war durch
Extraktion mit 8-Hydroxychinolin und Acetyl-
aceton von allen Schwermetallspuren befreit.

Ergebnisse und Diskussion. Das Maxi-
mum der Fluoreszenzemission des DPNH
bei 478 myu (korrigiert 462 muyu) wird bei
gleichzeitiger Erhéhung der Fluoreszenz
in Gegenwart von Glu-DH nach 468 myu
verschoben,Glutaminsaure erhéht die Fluo-
reszenz des ER-Komplexes ohne dessen
Maximum zu verschieben ¢, Abb. 1 zeigt
nebeneinander die Emissions- und Anre-
gungsspektren von DPNH, ER, der terné-
ren Komplexe ERS und ERZn sowie des
quaternéren Komplexes ERSZn, Aus der
fluorometrischen Titrationskurve der Glu-
DH mit DPNH wird bei einer Enzymkon-
zentration von 1,09 mg/ml ein Aquivalent-
gewicht von 59 000 pro DPNH-Bindungs-
stelle gefunden, Kg,g besitzt den Wert
0,49 uM. Erniedrigung der Enzymkonzen-
tration fiihrt zu einer Abnahme des Aqui-
valentgewichtes, @ nimmt ebenfalls etwas
ab, wihrend Kg,r ansteigt (Tabelle 1). An-
zeichen fiir das Vorhandensein verschieden-
artiger DPNH-Bindungsstellen bei den je-
weiligen Enzymkonzentrationen konnten
wir nicht finden, die mit den in der Tabelle
1 angegebenen Werten berechneten Titra-
tionskurven stimmen mit den experimen-
tell gefundenen gut iiberein (Abb. 2). Die
Messungen anderer Autoren ergaben bei der

* Der Firma C. F. Boehringer und Soehne
danken wir sehr fiir die grossziigige Uberlas-
sung der Glu-DH.
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Abb. 1. Fluoreszenzspektren der Komplexe von Glu-DH aus Rinderleber mit DPNH, Glutamin-

sdure und Zn*+ in Na-Phosphat-Puffer (u=0,1) pH 7,5 bei 20°. A: Emissionsspektren (Anreg-

ung bei 350 mu), B: Anregungsspektren (gemessen bei 468 mu). 1: Puffer; 2: 0,64 mg/ml Glu-DH;

3: 0,90 uM DPNH; 4: 0,64 mg/ml Glu-DH, 0,90 ¢M DPNH; 5: 0,64 mg/ml Glu-DH, 0,90

uM DPNH, 254 yuM Glutaminsiure; 6: 0,64 mg/ml Glu-DH, 0,90 xM DPNH, 47,7 uM. ZnSO,
7: 0,64 mg/ml Glu-DH, 0,90 uM DPNH, 254 yM Glutaminséure, 47,7 uM ZnSO,.

direkten Bestimmung in der Ultrazentri-
fuge in Gegenwart von 5,1 mg/ml Glu-DH
ein Aquivalentgewicht von 66 000 4, bei
der fluorometrischen Titration mit TPNH
oder DPNH in Gegenwart von 1 mg/ml
einen Wert von etwa 100 0007, Bemer-
kenswert ist die Erhohung der Fluoreszenz
des ER-Komplexes in Gegenwart von Zn-
Ionen (@ etwa 3,1) und bei der Bildung des
quaterndren Komplexes ERSZn (@ etwa
3,4), bei der das Maximum des bindren

Tabelle 1. Abhéngigkeit der DPNH-Bindungs-
stellen und Kg,g von der Glu-DH-Konzentra-

tion.
Aquivalentgewicht

Glu-DH K

(Gl b 17 bro DPNH. =Bl e
& Bindungsstelle M
1,09 59 000 0,49 2,3
0,60 45 000 1,42 | 2,1
0,31 31 000 1,96 1,8
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Komplexes ER nicht verdndert wird (Abb.
1). Das Maximum des Anregungsspektrum
von DPNH bei 350 mu wird nur unwesent-
lich nach 353 mu verschoben, wenn der
bindre ER-Komplex oder die hoéheren
Komplexe gebildet werden (Abb. 1). Imi-
dazol (4,8 x 10°2 M), das mit Leber-Alko-
holdehydrogenase Komplexe bildet ¥, und
NH,CI (2,0 x 10°3 M) verdndern die Fluo-
reszenz des ER-Komplexes nicht. Zn-Ionen
haben unter den angegebenen Bedingungen
keinen Einfluss auf die Fluoreszenz des
Enzyms oder DPNH.

Aus Diffusionsmessungen geht hervor,
dass die durch Dissoziation der Glu-DH
beim Verdunnen entstehenden Unterein-
heiten symmetrischer sind als die Assozia-
te 18, Die Ergebnisse der Fluoreszenzmes-
sungen zeigen, dass Dissoziation und Form-
verinderung der Glu-DH zu einer Vermeh-
rung der Bindungsstellen fiir DPNH
fihren. Moglicherweise sind die hierbei
auftretenden neuen Bindungstellen verant-
wortlich fiir die starke Hemmung der En-



942

SHORT COMMUNICATIONS

o [-.]
T T

>
—T

\

FLUORESZENZ (INCHES)
w

-
T

A

[DPNH]=105M

15

20 25

Abb. 2. Titration von Glu-DH mit DPNH. [Glu-DH] = 0,60 mg/ml (A) und 0,31 mg/ml
(B). Ausgezogene Kurven berechnet mit den in der Tabelle 1 angegebenen Werten. O, X, +,
experimentelle Werte verschiedener Titrationen.

zymaktivitdt durch DPNH. Dieser Befund
ist von Bedeutung fiir die Betrachtung der
Verhiltnisse n vivo, da die Konzentratio-
nen der Glu-DH in der Leber und in unse-
ren Versuchen etwa gleich sind. Uber die
Natur der Enzym-Coenzym-Bindung kann
noch nichts ausgesagt werden, doch ist der
Zinkgehalt 1 zu niedrig, um eine Beteili-
gung des Zinks an der Bindung zwischen
DPNH und Glu-DH annehmen zu diirfen.
Die Untersuchungen werden fortgesetzt
und spéter in dieser Zeitschrift in extenso
publiziert und diskutiert.

Herrn Professor Hugo Theorell danke ich
sehr fiir wertvolle Diskussionen und Hinweise
und fiir die mir gewihrte Gastfreundschaft. Der
Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich
fiir ein Auslandsstipendium.
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