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Short Communications

sC 11073 ’
Hemmung der Synthese von DPN-abhingiger

Glutamatdehydrogenase in Hefe durch Actinomycin C

Aus Hefeextrakten trennten und reinigten wir! eine DPN- und eine TPN-abhingige
Glutamatdehydrogenase (L-Glutamat:NAD oxidoreductase (desaminierend), EC
1.4.1.2, bzw. L-Glutamat :NADP oxidoreductase {(desaminierend), EC 1.4.1.4). Auch
aus Extrakten von Fusarium?2 und Newrospora crassa® konnten die beiden Enzyme
fraktioniert werden. SANWAL UND LATtA? fanden, dass nach Wachstum von Neuro-
spora mit Ammoniumsalzen als N-Quelle das DPN-Enzym niedrige und das TPN-
Enzym hohe Aktivitidt aufweist, wihrend mit Glutaminsdure und NH,* als N-Quelle
die Aktivitit des DPN-Enzyms hoch und diejenige des TPN-Enzyms niedrig ist. Auf
Grund weiterer Experimente mit verschiedenen N-Quellen vermuten SANWAL UND
Lata®, dass aus NH,+ und r-Glutaminsiure eine Substanz gebildet wird, die Re-
pression bzw. Derepression der Synthese der beiden Glutamatdehydrogenasen be-
wirkt.

Auch in Saccharomyces cerevisiae findet man abhingig von der N-Quelle des
Kulturmediums verschiedene Aktivititen der DPN-Glutamatdehydrogenase und der
TPN-Glutamatdehydrogenase (vgl. Tabelle I). Besonders auffillig verhilt sich die

TABELLE I

SPEZIFISCHE AKTIVITATEN VON DPN-GLUTAMATDEHYDROGENASE
UND TPN-GLUTAMATDEHYDROGENASE IN HEFE NACH WACHSTUM IN NAHRMEDIEN
MIT VERSCHIEDENEN N-QUELLEN

Je 11 Medium nach TaviiTzki® mit &dquimolaren Mengen der angegebenen N-Quelle wurde
mit 14 mg Saccharomyces cerevisiae Rgzy* beimpft und bis zur Mitte der log Phase 16-18 h bei
30° beliiftet. Je 1 g der bei 3000 X g abzentrifugierten Hefe wurde mit 3 g Alcoa A-305 5 min
bei 0° zerrieben und dann mit 2 ml 0,02 M Phosphatpuffer (pH 7.0) 5 min extrahiert. Nach
20 min Zentrifugieren bei 34 oco x g wurden im Uberstand die Glutamatdehydrogenase-Aktivi-
titen im optischen Test” und Protein nach BEISENHERZ éf al.? bestimmt. 1 Aktivititseinheit ist
AE o.001 pro min bei 366 mu (V = 3 ml, d = I cm, 21-23°). Spezifische Aktivitit = Aktivitits-
einheiten pro mg Protein.

Stickstoffquelle im Kulturmedium NH.* Glutaminsiure G lﬁ’tfr:;nlgz'e
DPN-Glutamatdehydrogenase
Versuch 1 34 646 —
Versuch 2 29 — 28
TPN-Glutamatdehydrogenase
Versuch 1 955 1000 —
Versuch 2 910 —_ 475

* Wir danken Herrn Professor Dr. MARQUARDT und Frau Dr. ULLRICH-GREVE vom Forst-
botanischen Institut der Universitit Freiburg fir die Uberlassung des Stammes.
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DPN-Glutamatdehydrogenase. Mit Glutaminsiure als N-Quelle ist die spezifische
Aktivitdt des Enzyms etwa 2o mal hoéher als mit NH,+. Hier liegt eine fiir das
Wachstum der Zelle “zweckmissige” Adaptation an das Glutaminsiure-haltige
Nihrmedium vor, da DPN-Glutamatdehydrogenase nach der Gleichung
Glutamat + DPN — a-Ketoglutarat + DPNH, -+ NHJ

das fiir verschiedene Synthesezwischenprodukte (Carbamylphosphat, Glutamin etc.)
notwendige NH,* aus Glutaminsiure liefert. Im Einklang damit findet man nach
Wachstum der Zellen in einem Nihrmedium mit Glutaminsdure plus NH,* die
Aktivitit der DPN-Glutamatdehydrogenase ebenso niedrig wie mit NH,* allein
(vgl. 3. Kolonne in Tabelle I). Bei Neurospora crassa sind die Verhiltnisse weniger
iibersichtlich, da dort nich Glutaminsiure allein, sondern nur Glutaminsiure plus
NH,* im Medium hohe DPN-Glutamatdehydrogenase-Aktivitdt bewirkt®.

Da die nach verschiedenen Wachstumsbedingungen verschieden grossen Aktivi-
titen der beiden Glutamatdehydrogenasen ein Ausdruck fir die jeweilige Grosse der
Enzymsynthese sind, ergibt sich als einfachste Erkldrung fiir unsere Befunde, dass
NH,* die Synthese der DPN-Glutamatdehydrogenase reprimiert. Man versteht
damit, dass mit Glutaminsiure als einziger N-Quelle hohe Aktivitit des Enzyms
beobachtet wird, wihrend bei gleichzeitiger Anwesenheit von NH,* niedrige Akti-
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Fig. 1. Einfluss von Actinomycin C* auf Wachstum und DPN-Glutamatdehydrogenase-Aktivitit
von Saccharomyces cevevisiae. Ordinate: Wachstum in % ( Q) bzw. spezifische Aktivitat von DPN-
Glutamatdehydrogenase in 9% (x). Es wurden je 60 mg im Nahrmedium mit NH,™ angezogene
Hefe 3 h in 360 ml Wasser bzw. Actinomycin C-Lisung bei 30° langsam geschiittelt. Nach Zusatz
von 40 ml 1o-fach konzentriertem Medium nach TavriTzgi® mit 4quimolarer Menge Glutamat
statt (NH,),SO, wurde weitere 2 h langsam bei 30° geschiittelt. Nach Zentrifugieren bei 3000 X g
wurden jeweils 50 mg Hefe mit 1 g Alcoa A-305 und 2 ml o.02 M Phosphatpuffer (pH 7.0) 3 min
im Teflonhomogenisator nach PoTTER-ELVEHJEM bei 0° zerrieben. Dann wurde zentrifugiert
und im Uberstand DPN-glutamatdehydrogenase bestimmt ,wie in der Legende von Tabelle I
angegeben. Proteinbestimmung nach LowRry et al.?0,

* Das von uns verwendete Actinomycin C der Firma Bayer AG ist ein “‘natiirliches Gemisch”
der Actinomycine C,, C, und C, (vgl. ref. 10). Wir danken Herrn Dr. Aunacen fur die Uber-
lassung des Praparates.

Biochim. Biophvs. Acta, 77 (1963) 329-331



SHORT COMMUNICATIONS 331

vitit vorliegt. Ndhme man zur Erkldrung unserer Beobachtungen eine Induktion des
Enzyms durch Glutaminsdure an, so wére die verringerte Synthesegeschwindigkeit
bei gleichzeitiger Anwesenheit von NH,* im Nihrmedium nur mit der Annahme
eines zusitzlichen Regulationsmechanismus erkldrbar.

Nach Jacos unp Mownop?® erfolgen Repression und Derepression der Enzym-
synthese durch Beeinflussung der Wirksamkeit der DNA bei der Synthese von
“messenger-RNA”. Zur experimentellen Priifung der Beteiligung von DNA an der
Regulation der Synthesegeschwindigkeit von Enzymen eignet sich das Antibio-
ticum Actinomycin'®. Actinomycin bildet mit DNA Komplexe'-¥® und hemmt
dadurch die DNA-abhingige Synthese von “messenger-RNA"'16-1% Erfolgt auch die
von uns beobachtete Derepression der Synthese von DPN-Glutamatdehydrogenase
durch Ersatz von NH,* im Kulturmedium durch Glutaminsiure entsprechend dem
Schema von JacoB UND Monopn? durch Anderung der Wirksamkeit der DNA, so
miisste Actinomycin diesen Vorgang hemmen. Fig. 1 zeigt, dass dies tatsichlich
der Fall ist. Bei Anwendung verschiedener Konzentrationen von Actinomycin
findet man parallel zur Wachstumshemmung eine Hemmung der Synthese von
DPN-Glutamatdehydrogenase mit Glutaminsdure als N-Quelle. Im Einklang mit
gleichartigen Befunden iiber die Induktion von §-Galactosidase von NISMAN ef al.2!,
die uns nach Abschluss der hier vorgelegten Experimente zur Kenntnis gelangten,
stiitzt dieser Versuch die Theorie, dass Repression und Derepression der Synthese
von Enzymen durch Beeinflussung von DNA und damit durch Aktivitiatsinderung
der DNA-abhingigen “messenger-RNA"’-Synthese zustande kommen.
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