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Es wird ein optischer Test nach Warburg fiir die Aktivitiifsme.Fsirn~ des Enzyms Threonin- 
Desaminase (Threonin + a- Ketobutyrat i- NH4i) beschrieben. Einige Eigenschaften des 
Etizyms aus Hefe wiirden mit Hiye dieses Tests studiert. Pyridoxalphosphat iind Pyridox- 
aminphosphat stabilisieren das Enzym im Rohextrkt. Valin, Leucin und Isoleiicin, sowie 
in geringereni Unfang Threonin, NH4f iind K+, schiitien das mit Pii8er verdiinnte Enzynt 
vor der Inaktivierring. Das Enzym wird durch Isoleucin gehemmt. Das .4usmaJ der Hem- 
mung ist pH-abhangig. Isoleucin bewirkt demnach in Hefe, ebenso wie von Umbarger fiir 
Escherichia coli beschrieben, durch einen Riickkoppelungsniechanismus (,, feed-back-Me- 
chanismus") eine Steuerung der Biosynthese von Isoleucin aus Threonin nach MaPgabe 
des Verbrauchs voti Isoleucin bei der Proteinsynthese. NH4+ reprimiert die Biosynthese 
yon Threonin- Desaminasp. Dieser Mechanismus regelt, nach MaPgabe des NH4+- Bedarfs 
der wachsenden Zellen, die durch Threonin- Desaminase katalysierte NH4 '- Bildiifig aus 
Threonin. 

1. Einleitung 

Otto Warburg hat die wichtigsten Methoden zur Isolie- 
rung und Aktivitatsmessung von Enzymen entdeckt und 
ausgearbeitet [l] .  In den letzten drei Jahrzehnten wur- 
den mit diesen Methoden viele Enzyme charakterisiert 
und die wichtigsten Stoffwechselwege aufgeklart. 
Im allgemeinen findet man fur jedes Enzym in ein und 
demselben lebenden Material eine konstant bleibende 
Aktivitat. Enzymaktivitatsmessungen in Mikroorganis- 
men haben jedoch gezeigt, daB als ,,Anpassung" an Ver- 
anderungen des Milieus charakteristische Anderungen 
von Enzyrnaktivitaten auftreten. Beispielsweise findet 
man in Hefezellen nach Zusatz von Lactose zum Nahr- 
medium eine Zunahme der p-Galactosidase-Aktivitat. 
Dieser ,,Anpassungsvorgang" ermoglicht es den Hefe- 
zellen, Lactose zu Galactose und Glucose zu hydroly- 
sieren und darnit als Energie und Baustoffe lieferndes 
Substrat zu verwerten. Bei der Analyse derartiger An- 
passungsvorgange hat man sowohl die Aktivierung und 
Hemmung vorhandener Enzyme, wie die Beschleuni- 
gung und Verlangsamung der Synthese von Enzymen be- 
obachtet. Im ersteren Falle spricht man von ,,feed-back- 
Mechanismen", im letzteren von ,,Induktion" bzw. ,,Re- 
pression" der Enzymsynthese (Zusarnmenfassung siehe 
z.B. [2]). In der vorliegenden Arbeit werden derartige 
Aktivitatsanderungen von Threonin-Desaminase [**I 
[*I Stlndige Adresse: Istituto di Fisiologia Umana. Universita 
di Modena (Italien). 
[ I ]  0. Warburg: Wasserstoff iibertragende Fermente. Verlag Dr. 
Werner Saenger GmbH., Berlin 1948. 
[2] H .  Holzer, Naturwissenschaften 50, 260 ( I  963). 
[**I Im ,,Report of the Commission on Enzymes of the Inter- 
national Union of Biochemistry 1961" wird das Enzym unter 
Nummer 4.2. I .  I6 als ,,L-Threonin-Hydrolyase (desaminierend)" 
mit dem Trivialnamen ,,Threonin-Dehydratase" bezeichnet. 

aus Hefe beschrieben. Sie dienen der Regulation des 
NH4+-Stoffwechsels durch Anpassung an eine veran- 
derte Zusammensetzung des Nahrmediums. 

2. Stellung der Threonin-Desaminase 
im Stoffwechsel 

Threonin-Desaminase katalysiert bei Anwesenheit von 
Pyridoxalphosphat die irreversible Uberfiihrung von 
Threonin in a-Ketobutyrat und NH4+. Wie Abb. 1 zeigt, 
eroffnet diese Reaktion den von Threonin ausgehenden 

Aspartat 
4 
4 
4 
1 

T hreonin 

Synthese von Propionyl- CoA 
Carbamylphosphat , 
G lu ta min , 
Asparagin etc. Citronensaure - Cyclus 

Abb. I. Stellung der Threonin-Desaminase irn Stoffwechsel 

Weg der Biosynthese von Isoleucin. a-Ketobutyrat ist 
jedoch nicht nur ein Zwischenprodukt der Isoleucin- 
Synthese, sondern kann auch zur Energiegewinnung 
oxydativ abgebaut werden. Der erste Schritt dieses We- 
ges ist die oxydative Decarboxylierung zu Propionyl- 
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CoA [*I. Dieses wird dann weiter iiber Succinyl-CoA 
im Citronensaure-Cyclus abgebaut. Nicht nur a-Keto- 
butyrat, sondern auch NH4+ als zweites Produkt der 
Threonin-Desaminase-Reaktion wird als Baustein fur 
Synthesereaktionen beniitzt. Mit ATP und COz entsteht 
Carbamylphosphat, x-Ketoglutarsaure wird zu Gluta- 
minsaure aminiert, aus Glutaminsaure oder Asparagin- 
saure werden Glutamin bzw. Asparagin gebildet, und 
Desamido-DPN wird mit NH4+ zu DPN amidiert. Wie 
in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird, spielt die von 
Threonin-Desaminase katalysierte NH4--Gewinnung 
aus Threonin immer dann eine besondere Rolle, wenn 
NH4+ im Nahrmedium fehlt und daher aus anderen 
Stickstoffquellen geliefert werden mul3. Als Stickstoff- 
quellefiirThreonin-unddamit NH4 - konnenalle Amino- 
sauren dienen, die durch direkte oder indirekte Trans- 
aminierung mit Oxalacetat Aspartat liefern. D a  die C- 
Atome des Threonins wieder zum Aufbau von Aspartat 
benutzt werden konnen, ergibt sich der in Abb. 2 wieder- 
gegebene Cyclus. Unter welchen Bedingungen dieser 

Succina t  

1:uiliarat r-- 7\ fucc l r ly l -~ 'o .A 

t 
P r o p i o n y l - C o A  

I 4 

.1 
h l a l a t  

.1 
O x a l a  c etat 

I 

l 
a- K e  t o b u t y r a  t 

4 

A s p a r t a t  - - - - - Threonin 

1 
X-NHz 

f 
N b4 

Abb. 2. NHd+-Produktion aus Aminostickstoff ( X - N H d  im 
.,Threonin-Cyclus". 

Amino-Stickstoff in NH4' iiberfiihrende ,,Threonin- 
Cyclus" biologisch bedeutsam ist, mu13 noch gepruft 
werden. 
Das in Abb. 1 wiedergegebene Schema gilt fur Hefe, Esrhrri- 
rhia roli und viele andere Mikroorganismen. Im Siugetier ist 
die Uberfilhrung von Aspartat in Threonin und von a-Keto- 
butyrat in Isoleucin nicht moglich. Threonin und lsoleucin 
sind daher fur das  Saugetier ,,essentielle Aminosauren". 
Wahrscheinlich spielt jedoch Threonin-Desaminase auch im 
Saugetier eine wesentliche Rolle, da die Energiegewinnung 
aus Threonin durch Abbau iiber den Citronensiure-Cyclus 
und die Gewinnung von NHJ-  aus Threonin von Bedeutung 
sind. Hierfur sprechen charakteristische Veranderungen der 
Threonin-Desarninase-Aktivitlt, die  in der Leber von Ratten 
bei unterschiedlicher Ernahrung gemessen wurden (siehe 
z. B. [3]). 

3. Test 

Die Aktivitat der Threonin-Desaminase ist bisher durch 
Colorimetrie des 2.4-Dinitrophenylhydrazons von a- 
Ketobuttersaure bestimmt worden. Dieser Test gestattet 
keine kontinuierliche Verfolgung der Enzymnktivitat, 

['I Abkiirzungen: DPN - Diphosphopyridinnucleotid: DPNH 
- reduziertes Diphosphopyridinnucleotid; LDH - Lactat- 
Dehydrogenase; PALP = Pyridoxal-5-phosphorsaureester; 
PAM P = Pyridoxamin-5-phosphorsaureester; CoA . Coenzym 
A: ATP = Adenosin-triphosphat: EDTA = Athylendiamintetra- 
acetat. 
[3] Y .  R. /'offer u. T. O m ,  Cold Spring Harbor Symp. quantitat. 
Biol. 26, 355  (1961). 

da  einzelne Proben entnommen und analysiert werden 
miissen. Wir haben das Prinzip des optischen Tests nach 
Wurhrrrg[4] zur Verfolgung der Reaktion benutzt. D a  
kaufliche kristallisierte Lactat-Dehydrogenase nus Ka- 
ninchenmuskel nicht nur Pyruvat, sondern auch a-Keto- 
butyrat mit D P N H  hydriert, kann mit diesem Hilfs- 
enzym die Bildung von cr-Ketobutyrat aus Threonin 
im optischen Test verfolgt werden. Die dem Test zu- 
grunde liegenden Reaktionsgleichungen sind : 

( 1 )  CH?-CHOIi-CHNH?-COOH - CHj-CH?-CO-COOH + NHdf 

(2-Ketobutyrat) (Threonin) 

(2)  DPNH C H ~ - C H ~ - C O - C O O H  + CHI-CH?-CHOH-COOH + D P N  

(1-Hydroyybutyrat) 

200 i1 
\- 
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1 
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Abb. 3. Standardtest fur ThreonIn-Desaminase. Wellenlange 366 mv, 
d = 1 cm. Gesamtvolumen 3.00 ml. 22°C. In  die Kuvette werden in der 
angegebenen Reihenfolge pipettiert : 2.74 ml 0, I M Trialhanolamin/ 
HCI-Puffer (pH = 7.9) + 0,I ml 10 ng/ml  D P N H  + 0.02 ml Suspension 
von 5 mg kristallisierter L D H  in I ml 2.2 M (NHdzSO4 (Boehringer) + 
0.02 ml 0.01 M PALP + 0.1 ml 0.5 M L-Threonin. Mindestens I min 
warten bis die Extinktionshderung durch Bildung der Schifi-Base 
zwischen Threonin und PALP abgelaufen ist, dann Start mit 0.02 ml 
Rohextrakt mil ca. 0.3 mg Protein. Zur Gewinnung des Rohextraktes 
wurde die im Kulturmedium mil DL-Threonin als StickstolTquelle ge- 
zuchtete Here (Succlraromyces cercvisiae R 59 Ephrussi) abzentrifugiert 
und gewaschen. anschlieOend mil dem 3-fachen Gewicht Aluminium- 
oxydpulver (ALCOA A 305) zerrieben und dann mil dem 3-fachen 
Volumen 0.05 M Phosphatpuffer (pH = 7.6; 10-3 M EDTA enthal- 
tend) extrahierr und 1 Stunde bei 34000 g zentrifugiert (vgl. 151). Wenn 
nicht anders angegeben, wurde ein mil 1~10-1-2~10-~ M PALP stabili- 
sierter Rohextrakr verwendet. 
Kurve (a):  ohne Threonin. 
Ordinate: Abnahme der Extinktion bei 366 mv (-lE.1000). 
Abszisse: Zeit Iminl. 

Kurve (b): mit Threonin. 

Die Kinetik eines derartigen Tests ist in Abb. 3 wieder- 
gegeben. Nach dem Zusatz von Threonin-Desaminase in 
Form eines Rohextraktes aus  Hefe findet im Ansatz 
ohne Threonin nur eine minimale Oxydation v o n  D P N H  
statt (Kurve a), wahrend im Ansatz mit Threonin D P N H  
mit zunehmender Geschwindigkeit oxydiert wird (Kur- 
ve b). Nach ca. 6min ist die konstanteEndgeschwindigkeit 
erreicht. Eine ,,Anlaufzeit" bis zur Erreichungdervon der 
Threonin-Desaminase-Aktivitat limitierten konstanten 
Endgeschwindigkeit wird deshalb benotigt, weil zuerst 
eine gewisse Menge von a-Ketobutyrat akkumuliert wer- 
den muR, bis dieLactat-Dehydrogenase-Reaktion mit der 
._ ~ - 

[4] 0. IYurbrtrg u. W. Christian, Biochem. Z. 287, 291 (1936). 
[S] H. Holzer u. G. Hierholzer. Biochirn. biophysica Acta, 77, 
329 (1963). 
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notwendigen Geschwindigkeit ablaufen kann. Diese 
,,Anlaufzeit" ist relativ lang, da  Lactat-Dehydrogenase 
nur eine geringe Affinitat zu a-Ketobutyrat hat. Sie kann 
durch Erhohung der zugesetzten Menge an Lactat-De- 
hydrogenase verkurzt werden (vgl. Abb. 4). Routine- 
maBigarbeiten wir mit 0,l mg Lactat-Dehydrogenasepro 
Test und registrieren als Threonin-Desaminase-Aktivitat 
die nach ca. 10 min erreichte konstante Endgeschwin- 
digkeit. Abb. 5 zeigt, daB die Endgeschwindigkeit pro- 
portional zureingesetzten Menge an Enzymextrakt ist. 

1.10-3 
5 1 0 - 4  
10-4 
2.10-5 

Abb. 4. Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzen- 
tration an Lactat-Dehydrogenase. Einzelheiten siehe Legende zu Abb. 3. 
Die Zahlen a n  den Kurvcn gcben an, wieviel ml LDH-Suspension 
eingesefzt wurden. 
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Abb. 5 .  Reaktionsgeschwindigkeit irn Standardtest (vgl.  Abb. 3) bei 
Einsatz verschiedener Mengen Rohexfrakt. Die Zahlen an den Kurven 
geben das Volumen [ml] des Rohextraktes an. 
Ord in ate : (A  E. I 000)/m i n . 
Abszisse: Zeit [minl. 
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Abb. 6 .  Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindi~kei! vom pH. 
i i  = 0,I M Triathanolamin/HCI-Puffer. 

= 0, I M Tris(hydroxyrnethy1arnino)-methan/HCI-Puffer. 
A = 0.1 M Sorensen-Phosphat-Pulier. Sonst wie Legende zu Abb. 3. 

Ordinate: - ~- - - - 

Abszisse: pH. 

AE~IOOO 
min.(0,02 ml Rohextrakt) 

Abb. 6 gibt die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwin- 
digkeit vom pH in verschiedenen Puffern wieder. Wir 
arbeiten routinemal3ig (vgl. Legende zu Abb. 3) mit Tri- 
athanolamin-Puffer, p H  = 7,9. 

4. Stabilisierung des Enzyms im Rohextrakt 

Kurve 1 in Abb. 7 zeigt, daB ein Rohextrakt aus Hefe bei 
0°C in 12 Stunden etwa die Halfte der Threonin-Des- 
aminase-Aktivitat verliert. Durch Zusatz von Pyridoxal- 
phosphat wird der Aktivitats-Abfall verhindert (Kurve 
3). Wir haben nach 54-qtundigem Aufbewahren des mit 

Abb. 7. Stabilisierung des Rohextraktes durch PALP. 
Aktivitirstest vgl. Abb. 3. 
Kurve I : ohne Zusatz. 
Kurvc 2: rnit 4.4.10-2 M (NH&SOs. 
Kurve 3: mil 10-3 M PALP. 
Ordinate: Aktivitat [ % der Ausgangsaktivitatl. 
Abszisse: Dauer der Aufbewahrung des Rohextraktes bei 0°C [Std.]. 

10-3 Mol Pyridoxalphosphat pro Liter versetzten Roh- 
extraktes noch 88 % der Aktivitat des frischen Extraktes 
gemessen. Tabelle 1 zeigt, da8 auch 10-5 Mol Pyridoxal- 
phosphat pro Liter noch eine deutliche Stabilisierung be- 
wirken. Pyridoxaininphosphat stabilisiert das  Enzym 
ebenfalls; die nicht phosphorylierten Vitamin-Bs-Deri- 
vate sind jedoch wirkungslos. Das Substrat des Enzyms, 
L-Threonin, schutzt ebensowenig wie andere Aminosau- 
ren. Ammoniumsulfat stabilisiert nur in unbiologisch 

Tabelle I .  Stabilisierung des Hefe-Rohextraktes durch vcrschiedene 
Zusatze. Aktivititstest vgl. Abb. 3. 

Zugesetzte 
Substanz 

PALP 

P A M P  

Pyridoxal 

Pyridoxol 

Aktivitst nach 22-24 Std. 
bei 0 "C in Prozent der 
Anfangsaktivitirt 

Konzenfration 
IMol/U 

I '* 2.10-3 
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hohcr Konzentration (vgl. auch Kurve 2 in Abb. 7). Die 
Aktivitatsabnahme ist irreversibel: setzt man dem 24 
Stunden ohne Stabilisator aufbewahrten Rohextrakt 
nachtraglich Pyridoxalphosphat oder Pyridoxaminphos- 
phat zu, so tritt keine Reaktivierung ein. In einem Liter 
Hefe findet man etwa 10-5 Mol Pyridoxalphosphat oder 
Pyridoxaminphosphat [6,7]. Es ist daher moglich, daR 
die in unseren Versuchen beobachtete Stabilisierung des 
Enzyms durch Pyridoxalphosphat und Pyridoxamin- 
phosphat auch Bedeutung fur die lebende Zelle hat. 

Zusatz vor der lnkubation 

- 

PALP 3.10-4 M 

L-Threonin 1,1.10-* M 

v-Threonin 1,7.10-2 M 

L-Valin 1.7.10-2 M 

L-Serin 1,7.10-2 M 

L-Glutarnat 1.7.10-2 M 

(NH*)?S04 1,47.10-2 M 

NH4CI 2,94.10-* M 

KCI 2.94.10-2 M 

NaCl 2,94.10-* M 

ohne Inkubation 

5. Inaktivierung des Enzyms nach Verdunnung 

- 
Aktivitat 
[AEx 1000/rninx 
0,02 ml Rohextrakt] 

2 

< I  

28 

2 

29 

2 

1 

25 

23 

I5 

2 

3 3  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Wird der durch Zerreiben von Hefezellen n i t  Alumi- 
niumoxydpulver gewonnene konzentrierte Rohextrakt 
mit Pufferlosungen verdunnt, so beobachtet man eine 
sehr rasche Abnahme der Enzymaktivitat. Verdunnt 
man beispielsweise 0,02 ml Rohextrakt, wie dies bei der 
Durchfuhrung des optischen Testes routinemaRig ge- 
schieht, mit 0,l M Triathanolamin-Puffer (pH = 7,9) 
auf 3 ml, so nimmt die Aktivitat von 33 auf 2 Ein- 
heiten [*I, also auf weniger als lo%, ab, wenti man 
den Ansatz 15 min bei 22°C stehen IaBt (vgl. Ta- 
belle 2). Pyridoxalphosphat, das zwar, wie im vorigen 
Abschnitt gezeigt wurde, das im Rohextrakt konzen- 
trierte Enzym vor der Inaktivierung schutzt, hat auf die 
rasche Inaktivierung des verd ii n n t e  n Enzyms keinen 
EinfluB. Dagegen schiitzt L-Threonin. In noch kleineren 
Konzentrationen schutzen L-Isoleucin, L-Valin und L- 

Leucin. Bei Anwendung hoherer Konzentrationen an 

Tabelle 2. Schutz des Enzyms gegen Inaktivierung nachverdiinnung des 
Hefe-Rohextraktes. Rohextrakt wurde niit 0, I M Triathanolanin-Puffer 
(pH = 7.91, der die angegebenen Zusafze enthielt, I : 1 SO verdunnt und 
I5 min bei 22°C inkubiert. Hierauf wurde die Aktivitatsmessung 
(siehe Legende zu Abb. 3) durch Zusatz von LDH (in (NH&S04- 
Suspension), DPNH. PALP und Threonin gestarfef. 

[6]  H .  Holzer, U. Gerlach, G. Jacobi u. M. GnoIh, Biochem. Z. 
329, 529 (1958). 
[7] G. Schreiber, M .  Ecksteitr, A .  Oeser u. H .  Holzer, unver- 
offentlichte Versuche. 

- 
I 
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Abb. 8. Schutzwirkung verschiedener-AminosBuren-gegen-die Inakti- 
vierung des Enzyms nach Verdiinnung des Hefe-Rohextraktes. 
Einzelheiten siehe Legende zu Tabelle 2. 
Kurve I : Zusatz von ~-Val in .  
Kurve 2: Zusatz von L-Isoleucin. 
Kurve 3: Zusatz von r-Threonin. 
Kurve 4: Zusatz von L-Leucin. 

Ordinate: ~ - - - - 

Abszisse: Endkonzentration des Zusatzes in der Kiivette nach der 

AE.1000 
rnin.(0,02 ml Rohextrakt) 

Verdiinnung des Rohextraktes [Mol/l]. 

Isoleucin und Leucin wird die Schutzwirkung durch die 
im folgenden Abschnitt beschriebene Hemmung der En- 
zymaktivitat uberlagert (vgl. Abb. 8). L-Serin und L- 

Glutamat sind ebenso wie D-Threonin wirkungslos (Ta- 
belle 2). Dagegen kann man auch mit hohen Konzentra- 
tionen an Ammoniumsulfat die Inaktivierung verhin- 
dern (vgl. Abb. 9.) Das Sulfat-Anion spielt hierbei keine 
Rolle, da Ammoniumchlorid dieselbe Wirkung hat (Ta- 
belle 2). Der Effekt ist nicht spezifisch fur Ammonium: 
Kaliumchlorid schutzt ebenfalls. Natriumchlorid ist 
wirkungslos. 
Die in Tabelle 2 und den Abbildungen 8 und 9 wiederge- 
gebenen Effekte spielen wahrscheinlich in der Iebenden 
Zelle keine Rolle, da sie erst nach Verdunnung der En- 
zym-Losung wirksam werden. Sie sind jedoch im Zu- 
sammenhang mit der Analyse der Wirkungsweise und 
insbesondere der Biosynthese des Enzyms interessant. 

'7 
23 1L 7 22  x l O - l  2 9 3  

Abb. 9. Schutzwirkung von (NH&S04 gegen die Inaktivierung des 
Enzyrns nach Verdunnung. Einzelheiten siehe Legende zu Tabelle 2. 

AE.1000 
Ordinate: - - - 

niin.(0,02 ml Rohextrakt) 
Abszisse: Endkonzentratton a n  (NH&S04 in der Kiivette nach der 
Verdunnung des Rohextraktes [Mol/l]. 

AE. 1000- ['I Die Einheit ist definiert als m ~ , ( o ~ 2  hl ~ o h e x t r ~ k t y  . 

Angew. Chem. 1 75. Jahrg. 1963 Nr. 19 897 



AuBer der von vielen anderen Beispielen bekannten Sta- 
bilisierung eines Enzyms durch Substrate und Coen- 
zyme, stabilisieren in unserem Falle Aminosauren (L- 
Valin, L-Isoleucin und L-Leucin), die nicht als Substrate 
der Reaktion dienen, jedoch die Biosynthese des En- 
zyms (in Salmonella typhimuriunt und Escherichia coli) 
durch ,,multivalente Repression" hemmen [8]. Generell 
muB festgehalten werden, daB Enzyme in hoher Ver- 
diinnung, wie sie im allgemeinen beim Test vorliegt, ein 
vollig anderes Verhalten zeigen konnen als in konzen- 
trierter Losung, wie sie in lebenden Zellen vorliegt. 
Die in diesem und dem vorhergehenden Abschnitt be- 
schriebenen MaBnahmen zum Schutz des Enzyms vor 
der Inaktivierung haben uns eine Anreicherung des 
Enzyms ermoglicht [9]. Da jedoch charakteristische 
Eigenschaften des Enzyms durch die Fraktionierungs- 
operationen geandert werden, wird in der vorliegenden 
Arbeit, die sich rnit der Bedeutung des Enzyms fur in- 
takte Zellen beschaftigt, nur uber Versuche mit Rohex- 
trakten berichtet. Wie weit bereits bei der Bereitung des 
Rohextraktes Eigenschaften des Enzyms verandert wer- 
den, konnen wir nicht sagen. Es deutet manches darauf 
hin, daB die Bemerkung von Racker [lo] ,,First purify, 
then think. Don't waste pure thinking time on dirty en- 
zymes" nur beschrankt gilt, da man durch das Studium 
eines gereinigten Enzyms zwar einiges, aber nicht alles, 
iiber das Verhalten des Enzyms in der lebenden Zelle er- 
fahren kann. 

Zugesetzte 
Aminosaure 

6. Hemmung der Enzymaktivitat durch L-Isoleucin 

Endkonzentration 
[ M o I / I ~ I O J  x (0.02 ml 

Rohextrakt) 

Umbarger [l 11 fand 1956, daR die Threonin-Desaminase- 
Reaktion in Extrakten aus Escherichia coli durch kleine 
Konzentrationen an Jsoleucin gehemrnt wird. Da Iso- 
leucin das Endprodukt einer Synthesekette ist, die von 
Threonin ausgeht (vgl. Abb. I),  liegt hier ein fur die Zell- 
okonomie ,,niitzlicher" Regelmechanismus vor. Steht 
geniigend Isoleucin, das fur die Synthese von Protein be- 
notigt wird, zu Verfugung, so wird die Nachlieferung von 
Isoleucin auf der Stufe der Threonin-Desaminierung ge- 
hemrnt. Sinkt die Konzentration an Isoleucin durch Ver- 
brauch bei der Proteinsynthese ab, so wird die Hemmung 
der Isoleucin aus Threonin synthetisierenden Enzym- 
kette verringert. Die Isoleucin-Konzentration, und da- 
mit das AusmaB der Hemmung, spielen sich so ein, daB 
der Nachschub an Isoleucin dem Verbrauch an Isoleucin 
entspricht. Es handelt sich um einen Riickkoppelungs- 
mechanismus (feed-back-Mechanismus), wie er ahnlich 
bei der Steuerung von Verstarkerrohren in der Radio- 
technik benutzt wird. 
Tabelle 3 zeigt, daB auch Threonin-Desaminase aus Hefe 
durch kleine Konzentrationen an L-Isoleucin gehemrnt 
wird. Die Hemmung ist weitgehend spezifisch: alle ande- 
ren bisher von uns untersuchten Aminosauren hemmen 

[8] M .  Freundlich, R .  0. Burns u. H .  E. Umbarger, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 48, 1804 (1962). 
[9] C .  Cennaitro, M .  Boll u. H .  Holrer, unveroffentlichte Ver- 
suche. 
[lo] E. Racker, Nachr. Chem. Techn. 9, 348 (1961). 
[ I  I ]  H .  E. Umbarger, Science (Washington) 123, 848 (1956). 

Tabelle 3. Hemmung der Threonin-Desaminase-Aktivitat durch 
verschiedene Aminosauren. Aktivitatstest vgl. Abb. 3. 

I -  I 14 - 

L-lsoleucin 10 
1,7 
0.67 
0.3 
0,17 
0,03 

0 
0 
1.5 
7 

12 
14,5 

I I l4 D-lsoleucin 

r-Leucin 

I ' 4  L-Aspartat I 10 

Hemmung 
I %I 

0 

I00 
100 
93 
50 
I5 

< 5  

< 5  

71 
< 5  

< 5  

< 5  

< 5  

wenig oder sind wirkungslos. Die Hemmung der Enzym- 
aktivitat durch L-Isoleucin ist stark vom pH abhangig 
(vgl. Abb. 10). 3x 10-4 Mol Isoleucin pro Liter hemmen 
bei pH = 7 vollstandig, bei pH = 7,9 nur noch zu etwa 
50 % und bei pH = 8,7 gar nicht mehr. Eventuell spielt die 
pH-Abhangigkeit der Isoleucin-Hemmung bei der Regu- 
lation des Stoffwechsels in der lebenden Zelle eine Rolle. 

100 

Abb. 10. Abhangigkeit der Aktivitatshemmung durch Isoleucin vom 
pH. 15 min nach Start der Reaktion rnit Rohextrakt wurde I ~ M o l  
Isoleucin pro Kiivette (Endkonzentration 3.3.10-4 M) zugesetzt und 
nach weiteren 15 min die konstante Endgeschwindigkeit registriert. 
0 = 0,l M Triathanolamin/HCI-Puffer. 
0 = 0. I M Tris(hydroxymethy1amino)-methampuffer 
A = 0.1 M Sorensen-Phosphat-Puffer. 
Ordinate: Hernmung [ % der Enzymaktivitat in einern Kontrollansatz 

ohne Isoleucin]. 
Abszisse: pH. 

7. Repression der Enzymsynthese durch m' 

Wir haben gepriift, ob NH4+ ebenso wie Isoleucin das 
Enzym hernmt. Dies ist nicht der Fall [*I. Jedoch beein- 
flufit auch die NH4t-Konzentration das AusmaB der 
Threonin-Desaminase-Reaktion in lebenden Zellen. 
Diese Regelung kommt durch eine Beeinflussung der 
Geschwindigkeit der Enzymsynthese zustande. Ziichtet 
man Hefezellen in Nahrmedien, die verschiedene Stick- 
stoffquellen enthalten, so findet man, wie Tabelle 4 zeigt, 
verschiedene Aktivitaten an Threonin-Desarninase. Man 
.. ~- 

[*I Uber eine Aktivierung durch NH4* (,,Reaktionsprodukt-Ak- 
tivierung") werden wir an anderer Stelle berichten. 
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Tabelle 4. Spezifische Aktivitat von Threonin-Desaminase nach Wachs- 
tum der Hefe auf Nahrmedien rnit verschiedenen Stickstoffquellen 1121. 

Spezifische 
mg Pro- Aktivitat 

AktivitBt 

1000/min x 

Spezifische 
Aktivitit 
[ % des Wertes 
mit NH4+ als 
Stickstoff- 
quelle] 

NH4+ j 170 i 6.4 j 26 1 
NH4' + I30 5.4 1 24 92 
DL-Threonin 

or.-Threonin I 400 I 5 , s  1 73 I 280 

DL-Serin 530 6.9 77 295 

oL-lsoleucin I 400 I 7.0 1 57 I 220 

sieht, daR das Enzym immer, wenn NH4+ im Nahrmedi- 
um vorhanden ist, in kleiner spezifischer Aktivitat (und 
daher Konzentration) vorliegt. Wenn Aminosauren die 
einzige Stickstoffquelle sind, ist die Konzentration des 
Enzyms hoch. Da Threonin-Desaminase NH4+ aus dem 
Aminostickstoff von Aminosauren liefert (vgl. Abb. 2), 
ist dieser Effekt fur die Ausniitzung der Stickstoffquelle 
im Nahrmedium durch die Zellen vorteilhaft : 1st NH4+ 
im Medium bereits vorhanden, so wird das Enzym nicht 
benotigt. Sind Aminosauren die einzige Stickstoffquelle, 
so sorgt das Enzym fur Lieferung des insbesondere zur 
Carbamylphosphatbildung notwendigen NH4+. 
Versuche rnit Bakterien, insbesondere rnit Escherichiu 
coli, haben gezeigt, daR derartige, durch veranderte Mi- 
lieubedingungen bewirkte Anderungen von Enzyniakti- 
vitaten durch ,,Induktion" oder ,,Repression" der En- 
zymsynthese zustande konimen. Bei der Induktion wird 
die Synthese durch gewisse im Nahrmedium enthaltene 
Substanzen in Gang gesetzt, bei der Repression wird sie 
gehemmt (Zusammenfassung siehe z.B. [13,14]). Die in 
Tabelle 4 wiedergegebenen Daten machen wahrschein- 
lich, daR auch die Geschwindigkeit der Threonin-Des- 
aminase-Synthese in Hefe einer derartigen Steuerung 
unterliegt. Nimmt man an, daI3 NH4+ die Synthese des 
Enzyms reprimiert, so kann man verstehen, weshalb das 
Enzym nach Kultivierung der Zellen im NH4+-haltigen 
Nahrmedium nur rnit geringer spezifischer Aktivitat, das 
heiRt in geringer Konzentration, vorliegt. Man kann 
auch verstehen, weshalb es nach Anzucht der Zellen rnit 
anderen Stickstoffquellen als NH4+ in hoher Aktivitat 
vorliegt. In diesem Falle fehlt die Repression der En- 
zymsynthese durch NH4+ (man spricht von ,,Derepres- 
sion"). Besonders aufschlunreich ist der Versuch, bei 
dem NH4+ und die Aminosaure Threonin gleichzeitig 
im Nahrmedium vorhanden waren (Tabelle 4). Da man 
hier ebenso niedrige Threonin-Desaminase-Aktivitat 
findet, wie bei der Anzucht rnit NH4f allein, wird nicht 
durch Aminosauren die vermehrte Synthese des Enzyms 
induz ie r t ,  sondern durch NH4+ die Synthese des En- 
zyms r ep r imie r t .  

[I21 H .  Holzer, M .  Boll u. C. Cennamo, Vortrag bei der gemein- 
sarnen Tagung der deutschen, franzosischen und schweizerischen 
Biochemiker in StraOburg (September 1963). 
(131 F. Jacob u. J.  Monorl, Cold Spring Harbor Syrnp. quantitat. 
Biol. 26, 193 (1961). 
[14] H .  J .  Vogel, Cold Spring Harbor Symp. quantitat. Biol. 26, 
163 (1961). 

Die Desaminierung von Threonin ist nicht nur zur Ge- 
winnung von NH4+, sondern auch zur Produktion von 
a-Ketobutyrat fur die Synthese von Isoleucin notwendig. 
Es ist daher verstandlich, daB die Synthese des Enzyms 
durch NH4+ nicht vollstandig unterdruckt wird. Nach 
Aufzucht von Hefe in einem NH4+-haltigen Medium ist 
die Aktivitat des Enzyms etwa 113 derjenigen nach Kul- 
tur mit Aminosauren a k  Stickstoffquelle. Es ist daher zu 
vermuten, daI3 */3 der Enzymaktivitat genugt, um das 
fur die Isoleucin-Synthese notwendige a-Ketobutyrat 
aus Threonin zu liefern. 

8. Diskussion 

Die fruher von uns [I51 in Hefe nachgewiesene DPN- 
abhangige Glutaminsaure-Dehydrogenase liefert ebenso 
wie Threonin-Desaminase aus Aminostickstoff NH4': 

Glutaminsaure + D P N  -+ a-Ketoglutarat + DPNH + NH4+, 

Wir fanden fur die Steuerung der Aktivitat dieses En- 
zyms gleichartige Verhaltnisse wie bei der Threonin- 
Desaminase: die Synthese des Enzyms wird durch NH4- 
reprimiert [5,16]. Bei der Anzucht von Hefe in einem 
NHd+-haltigen Nahrmedium betragt die Aktivitat der 
DPN-Glutaminsaure-Dehydrogenase, im Vergleich zur 
Aufzucht im Nahrmedium mit Aminosauren als Stick- 
stoffquelle, weniger als 5 %. Sehr wahrscheinlich ist dem- 
nach die biologische Aufgabe der DPN-abhangigen 
Glutaminsaure-Dehydrogenase in Hefe ganz vorwie- 
gend die Lieferung von NH4f aus Glutaminsaure. Wird 
NH4+ nicht benotigt, so wird auch das Enzym nicht be- 
notigt. Da Glutaminsaure ebenso wie Aspartat (und da- 
mit Threonin) die Aminogruppe durch Transaminierung 
von allen anderen Aminosauren erhalten kann, dient die 
Glutaminsaure-Dehydrogenase-Reaktion ebenso wie die 
Threonin-Desaminase-Reaktion der Versorgung der 
wachsenden Zelle rnit NH4+ auf Kosten von Amino- 
stickstoff. In Abb. 1 I ist die Stellung des NH4+ im Stoff- 
wechsel zusammenfassend skizziert. NH4+ wird aus dern 
Aminostickstoff von Aspartat und Glutaminsaure oder 
den damit durch Transaminierung im Gleichgewicht ste- 
henden anderen Aminosauren geliefert und als Baustein 
fur die Synthese von Carbamylphosphat, Glutaminsaure, 

Carbaniylphosphat 
Glutaminsaure  
Clutamin --a€€; A Aspartat - Threonin 

ll <d Asparagin 
X-NH, Clutarninsaure 

Aniidgruppe 
von 1)PN 

Abb. 1 I .  Regulation des NH4t-Haushaltes in Hefezellen durch 
Repression der Synthese von Threonin-Desaminase und DPN- 
Glutamat-Dehydrogenase. 

Glutamin und anderen Zellinhaltsstoffen benotigt. Der 
Bedarf an NH4+ steuert die Produktion dadurch, daB bei 
erhohter NH4f-Konzentration die Synthese der NH4+- 
liefernden Enzyme reprimiert wird. 
Die Hemmung von Threonin-Desaminase durch Iso- 
leucin tritt sehr rasch ein. Wir haben beobachtet, daB die 
Hemmung in weniger als 1 min voll ausgebildet ist. Im 
.- 

1151 H .  Holzer u. S. Sckneider, Biochern. Z. 329, 361 (1957). 
(161 G. Hierliolzer u. H .  Holzer, Biochem. Z . ,  im Druck. 
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Gegensatz dazu kann sich die Repression der Enzym- 
synthese durch NH4+ nur rnit der Geschwindigkeit auf 
den Enzymgehalt der Zellen auswirken, mit der die ,,Ver- 
dunnung" des Enzyms durch Zellvermehrung stattfindet. 
Es handelt sich bei der Hefe um Zeitraume in der GroBen- 
ordnung von Stunden[ 161. Da von der Aufrechterhaltung 
des L-Isoleucin-Spiegels die Proteinsynthese abhangt, ist 
verstandlich, daB die Isoleucin-Synthese durch einen sehr 
schnell reagierenden Mechanismus reguliert wird. Ver- 
anderungen des NH4f-Gehaltes im Nahrmedium werden 
unter natiirlichen Bedingungen nicht rasch erfolgen. Es 
ist daher ausreichend, wenn die Anpassung an einen ver- 
anderten NH4+-Gehalt durch einen langsam ansprechen- 
den Mechanismus, namlich durch Steuerung der Ge- 

schwindigkeit der Enzymsynthese, stattfindet. Aktivi- 
tatshemmung (,,feed back") ist demnach ein Mittel der 
raschen ,,Feinkontrolle" des Stoffwechsels, Repression 
der Enzymsynthese ist ein Mittel der ,,auf lange Sicht" 
wirkenden ,,Grobkontrolle" [17]. 

Herrn Prof: Dr. 0. Wiss (Hoffmann-La Roche, Basel) 
danken wir fur Pyridoxalphosphat und Pyridoxaminphos- 
phat . Der Deutschen Forschungsgemeinscha f t  irnd den1 
Bundesniinisteriirri fur Wissenschaftliche Forschung dan- 
ken wir fur Unterstiitzung irnserer Arbeiten. 

Eingegangen am IS.  August 1963 [A 3261 
- - 

1171 H. A. Krebs, Tagung der Nobelpreistrlger in Lindau (Bo- 
densee); J .  M .  Ashwort u. H .  L. Kornberg, Biochim. biophysica 
Acta 73, 519 (1963). 

Reversibilitiit der Energieumwandlungen in der Atmungskette [*I 

VON DOZ. DR. M. KLINGENBERG 

PHY SIOLOGISCH-CHEMISCHES INSTITUT DER UNIVERSITAT MARBURG 

Otto Warburg zurn 80. Geburtstag 

Die Umwandlung von Verbrennutigsenergie in Phosphatbindungsenergie bei der oxydativen 
Phosphorylierung ist reversibel. Daher konnen Redoxreaktionen in der Atmungskette gegen 
das Gefalle des Redoxpotentials ablaufen, wenn Energie zugefiihrt wird. Diese Energie 
kann entweder aus deni ATP oder direkt airs energiereichen Zwischenverbindungen der 
oxydativen Phosphorylierirng entnoninien werden. - 1m Mittelpiinkt der vorliegenden Aus- 
fuhrungen steht das Postulat eines airs der Reversibilitat resultierenden Gleichgewichtes 
in der Atmungskette. Darnit wird eine einheitliche Betrachtungsweise fur verschiedene Er- 
scheinungen der oxydativen Phosphorylierung geboten. Dieses Gleichgewicht kann sich iiber 
mehrere Koniponenten der A tmungskette erstrecken. Die Atniung entspricht einem FlieJ- 
gleichgewicht in der Atmungskette, das mit zunehmender Atmungsgeschwindigkeit immer 
starker vorn statischen Gleichgewicht abweicht. Die Atmung kann somit durch das Phos- 
phorylierungspotential des A TP reguliert werden. - Der stationare Reduktionszustand der 
Atmungsketten-Komponenten kann als Funktion sowohl des Phosphorylierungspotentials 
als auch der yon beiden Enden aiif die Atmungskette einwirkenden Redoxpotentiale ge- 
deutet werden. Die Atmungskette reagiert auf die beiden Extrenrfiille einer rninimalen oder 
maximalen Diflerenz der Redoxpotentiale rnit charakteristischen Miistern der Reduktions- 
zustande ihrer Koniponenten. Die durch das Phosphorylierirngspotential iiberbriickten 
Redoxpotentialdiflerenzen konnen an eineni Phosphorylieriingsschritt beispielsweise 280 ni V 
betragen. - Auch in kinetischer Hinsicht sind die Bedingungen eines Gleichgewichtes in der 
Atmungskette erfillt: die Geschwindigkeiten der Ruckreaktion der Elektronen- oder Wasser- 
stoflubertragirng sind von gleicher Groj3enordnirng wie diejenigen der Vorwartsreaktion. 

tionen der Energieiiberfuhrung in ATP. Tatsachlich 
konnte unter dieser VOrausSetZUng Reversibilitat fur den 

____ 
[*I Nach Vortrigen am Institute for Enzyme Research, Univer- 
sitv of Wisconsin. Madison. und an der Johnson Foundation. 
University of Pennsylvania, Philadelphia, im April 1962. (FuBnote [**I siehe Seite 901) 

900 Angew. Cliem. 1 75. Jahrg. 1963 Nr. 19 


