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Short Communications 

sc 11073 
Hemmung der Synthese yon DPN-abh~ingiger 

Glutamatdehydrogenase in Here durch Actinomycin C 

Aus Hefeextrakten trennten und reinigten wir 1 eine DPN- und eine TPN-abh~ingige 
Glutamatdehydrogenase (L-Glutamat:NAD oxidoreductase (desaminierend), EC 
1.4.1.2, bzw. L-Glutamat :NADP oxidoreductase (desaminierend), EC 1.4.I.4). Auch 
aus Ext rak ten  von Fusarium 2 und Neurospora crassa 3 konnten die beiden Enzyme 
fraktioniert werden. SA~WAL UND LATA 4 fanden, dass nach Wachstum von Neuro- 
spora mit  Ammoniumsalzen als N-Quelle das DPN-Enzym niedrige und das TPN-  
Enzym hohe Aktivit/it aufweist, w~ihrend mit  Glutamins/iure und NH4÷ als N-QueUe 
die Aktivit~it des DPN-Enzyms hoch und diejenige des TPN-Enzyms niedrig ist. Auf 
Grund weiterer Experimente mit  verschiedenen N-Quellen vermuten SANWAL UND 
L A T A  5, dass aus NH4+ und L-Glutamins/iure eine Substanz gebildet wird, die Re- 
pression bzw. Derepression der Synthese der beiden Glutamatdehydrogenasen be- 
wirkt. 

Auch in Saccharomyces cerevisiae findet man abh/ingig v o n d e r  N-Quelle des 
Kulturmediums verschiedene Aktivit/iten der DPN-Glutamatdehydrogenase und der 
TPN-Glutamatdehydrogenase (vgl. Tabelle I). Besonders auff/illig verh/ilt sich die 

T A B E L L E  I 

SPEZIFISCHE AKTIVITATEN VON DPN-GLUTAMATDEHYDROGENASE 
UND TPN-GLUTAMATDEHYDROGENASE IN HEFE NACH WACHSTUM IN NAHRMEDIEN 

MIT VERSCHIEDENEN N - Q U E L L E N  

J e  I 1 M e d i u m  n a c h  TAVLITZKI 6 m i t  A q u i m o l a r e n  M e n g e n  d e r  a n g e g e b e n e n  N - Q u e l l e  w u r d e  
m i t  14 m g  Saccharomyces  cerevisiae Rs** b e i m p f t  u n d  b i s  z u r  M i t t e  d e r  l o g  P h a s e  1 6 - 1 8  h b e i  
3 °0 b e l i i f t e t .  J e  I g d e r  be i  3 o o o  × g a b z e n t r i f u g i e r t e n  H e f e  w u r d e  m i t  3 g A l c o a  A - 3 o  5 5 m i n  
b e i  o ° z e r r i e b e n  u n d  d a n n  m i t  2 m l  o ,o2  M P h o s p h a t p u f f e r  ( p H  7.0) 5 m i n  e x t r a h i e r t .  N a c h  
2o  m i n  Z e n t r i f u g i e r e n  be i  34 o o o  × g w u r d e n  i m  t 3 b e r s t a n d  d ie  G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e - A k t i v i -  
t i i t e n  i m  o p t i s c h e n  T e s t  7 u n d  P r o t e i n  n a c h  BEISENHERZ el al. s b e s t i m m t .  I A k t i v i t l i t s e i n h e i t  i s t  
A E  o . o o i  p r o  r a i n  be i  3 6 6  m/* (V = 3 ml ,  d - -  I c m ,  2 1 - 2 3 ° ) .  S p e z i f i s c h e  A k t i v i t A t  - -  A k t i v i t A t s -  

e i n h e i t e n  p r o  m g  P r o t e i n .  

NH4 + und 
Stickstoffquelle im Kulturmedium NHt + Glutaminsdure Glutaminsdure 

D P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  
V e r s u c h  I 34 6 4 6  - -  
V e r s u c h  2 29  - -  28 

T P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  
V e r s u c h  I 9 5 5  IOOO - -  
V e r s u c h  2 9 IO - - -  475  

* W i r  d a n k e n  H e r r n  P r o f e s s o r  D r .  MARQUARDT u n d  F r a u  D r .  ULLRICH-GREVE v o m  F o r s t -  
b o t a n i s c h e n  I n s t i t u t  d e r  U n i v e r s i t ~ i t  F r e i b u r g  f i i r  d i e  ~ b e r l a s s u n g  d e s  S t a m m e s .  
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D P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e .  Mi t  G l u t a m i n s ~ i u r e  als  N-Que l l e  i s t  die spez i f i sche  

A k t i v i t i i t  des  E n z y m s  e t w a  2o m a l  h 6 h e r  als  m i t  NH4+. H i e r  l ieg t  e ine  f i i r  d a s  

W a c h s t u m  d e r  Zel le  " zweckm~ts s ige"  A d a p t a t i o n  a n  da s  G l u t a m i n s ~ i u r e - h a l t i g e  

N ~ i h r m e d i u m  vor ,  d a  D P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  n a c h  d e r  G l e i c h u n g  

Glutamat  + DPN ~ a-Ketoglutarat  + DPNH 2 + NH4 + 

d a s  f t i r  v e r s c h i e d e n e  S y n t h e s e z w i s c h e n p r o d u k t e  ( C a r b a m y l p h o s p h a t ,  G l u t a m i n  e t c . )  

n o t w e n d i g e  NHa+  a u s  G l u t a m i n s ~ t u r e  l iefer t .  I m  E i n k l a n g  d a m i t  f i n d e t  m a n  n a c h  

W a c h s t u m  d e r  Ze l l en  in  e i n e m  N ~ i h r m e d i u m  m i t  G l u t a m i n s ~ i u r e  p lu s  NHa+ d ie  

Ak t iv i t~ i t  d e r  D P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  e b e n s o  n i e d r i g  wie m i t  NH4+ a l l e in  

(vgl. 3- K o l o n n e  in  T a b e l l e  i ) .  Be i  Neurospora crassa s ind  die  Verh~i l tn i sse  w e n i g e r  

t i b e r s i c h t l i c h ,  d a  d o r t  n i c h  G l u t a m i n s ~ i u r e  al le in,  s 0 n d e r n  n u r  G l u t a m i n s ~ i u r e  p lu s  

NH4+ i m  M e d i u m  h o h e  D P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e - A k t i v i t ~ i t  b e w i r k t  5. 

D a  die  n a c h  v e r s c h i e d e n e n  W a c h s t u m s b e d i n g u n g e n  v e r s c h i e d e n  g ro s sen  A k t i v i -  

t / i t e n  d e r  b e i d e n  G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e n  e in  A u s d r u c k  f t i r  d ie  jewei l ige  Gr6sse  d e r  

E n z y m s y n t h e s e  s ind ,  e r g i b t  s ich  als  e i n f a c h s t e  E rk l~ i rung  f i i r  u n s e r e  B e f u n d e ,  d a s s  

NH~ + die  S y n t h e s e  d e r  D P N - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  r e p r i m i e r t .  M a n  v e r s t e h t  

d a m i t ,  d a s s  m i t  G l u t a m i n s ~ t u r e  als  e inz ige r  N-Que l l e  h o h e  Ak t iv i t~ i t  des  E n z y m s  

b e o b a c h t e t  wi rd ,  w~ihrend  be i  g l e i chze i t i ge r  A n w e s e n h e i t  v o n  NH4+ n i ed r ige  A k t i -  
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Fig. I. Einfluss von Actinomycin C* auf Wachstum und DPN-Glutamatdehydrogenase-Aktivi tXt 
von Saccharomyces cerevisiae. Ordinate: Wachstum in % (Q) bzw. spezifische Aktivit~it von DPN- 
Glutamatdehydrogenase in % ( × ). Es wurden je 60 mg im N~ihrmedium mit  NH4+ angezogene 
Hefe 3 h in 36o ml Wasser bzw. Actinomycin C-LAsung bei 3 °° langsam geschiittelt. Nach Zusatz 
yon 4 ° ml Io-fach konzentriertem Medium nach TAVLITZKI 8 mit  ~quimolarer Menge Glutamat  
s ta t t  (NH4)~SO 4 wurde weitere 2 h langsam bei 3 °° geschiittelt. Nach Zentrifugieren bei 3ooo × g 
wurden jeweils 5o mg Hefe mit  i g Alcoa A-3o5 und 2 ml o.o2 M Phosphatpuffer (pH 7.o) 3 min 
im Teflonhomogenisator nach POTTER ELVEHJEM bei o ° zerrieben. Dann wurde zentrifugiert 
und im f3berstand DPN-glutamatdehydrogenase bes t immt ,wie in der Legende von Tabelle I 

angegeben. Proteinbest inlmung nach LowRY et al. 2°. 

* Das von uns verwendete Actinomgcin Cder  Firma Bayer AG ist ein "natiirliches Gemisch" 
der Actinomycine C1, Co und C 3 (vgl. ref. io). Wir danken Herrn Dr. AUHAGEN ffir die Ober- 
lassung des Pr~,parates. 
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vit~t vorliegt. N~hme man zur Erkl~rung unserer Beobachtungen eine Induktion des 
Enzyms  durch Glutamins~ure an, so w~re die verringerte Synthesegeschwindigkeit 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von NH4+ im N~hrmedium nut mit der Annahme 
eines zus/ttzlichen Regulationsmechanismus erkl~trbar. 

Nach JACOB UND MONOD 9 erfolgen Repression und Derepression der Enzym- 
synthese dutch Beeinflussung der Wirksamkeit der D N A  bei der Synthese von 
"messenger-RNA". Zur experimentellen Prtifung der Beteiligung von D N A  an der 
Regulation der Synthesegeschwindigkeit yon Enzymen eignet sich das Antibio- 
t icum Actinomycin 1°. Actinomycin bildet mit D N A  KomplexO 1-15 und hemmt 
dadurch die DNA-abh~ngige Synthese von "messenger-RNA ''16-19. Erfolgt auch die 
yon uns beobachtete Derepression der Synthese von DPN-Glutamatdehydrogenase 
durch Ersatz von NH4 ÷ im Kulturmedium durch Glutamins~ture entsprechend dem 
Schema von JACOB eND MONOD 9 dutch ~nderung der Wirksamkeit der DNA,  so 
mtisste Actinomycin diesen Vorgang hemmen. Fig. i zeigt, dass dies tats~chlich 
der Fall ist. Bei Anwendung verschiedener Konzentrationen yon Actinomycin 
findet man parallel zur Wachstumshemmung eine Hemmung der Synthese von 
DPN-Glutamatdehydrogenase mit Glutamins~ure als N-Quelle. Im Einklang mit 
gleichartigen Befunden tiber die !nduktion yon fl-Galactosidase von NISMAN et al. 21, 
die uns nach Abschluss der hier vorgelegten Experimente zur Kenntnis gelangten, 
sttitzt dieser Versuch die Theorie, dass Repression und Derepression der Synthese 
yon Enzymen durch Beeinflussung von DNA und damit durch Aktivit~ts~nderung 
der DNA-abh~ngigen "messenger-RNA"-Synthese zustande kommen. 

Biochemisches Institut der Universitiit, 
Freiburg im Breisgau 

(Deutschland) 
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