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SUMMARY 

Oscillatory phenomena in the rate of synthesis of NAD-dependent glutamate dehydro- 
genase in Saccharomyces cerevisiae 

I. Further data on oscillatory phenomena in the rate of enzyme synthesis 
of NAD-dependent glutamate dehydrogenase (L-glutamate:NAD + oxidoreductase 
(deaminating), EC 1.4.1.2 ) in Saccharomyces cerevisiae during derepression by trans- 
fer from an NH4+-containing medium to a glutamate medium are reported. The 
growth rate of the cells indicates a high intracellular level of NH4+ when the enzyme 
reaches maximum activity in the course of an oscillation. This causes repression, 
whereby a new period of oscillation is started. Synchronous growth as the reason 
for the oscillations is excluded. 

2. Glutamine synthetase (EC 6.3.I.2), whose rate of synthesis is also influenced 
by NH4+ , shows different kinetics of derepression from NAD-glutamate dehydro- 
genase. Enzymes whose syntheses are not controlled by NH4+ (viz. NADP-glutamate 
dehydrogenase (EC 1.4.I.4), glucose-6-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49)) 
show no rhythmic changes in the rate of their syntheses. 

3- Further evidence is presented for the function of NH4+ as the corepressor 
of NAD-dependent glutamate dehydrogenase. The final level to which the specific 
activity of this enzyme is adjusted during derepression is controlled by the velocity 
of NH4+ formation from glutamate in the cells. 

EINLEITUNG 

Die Synthese der NAD-abh/ingigen Glutamatdehydrogenase (L-Glutamat: 
NAD + oxidoreductase (deaminierend), EC 1 .4 .1 .2  ) v o n  Saccharomyces cerevisiae 1 
wird durch Zusatz von Ammoniumsalzen zum N/ihrmedium reprimiert2, a. Bringt 

* E in  wesen t l i cher  Teil der in dieser  Arbe i t  beschr iebenen  Versuehe is t  der DissertatioI1 
von K.P. an der  Medizinischen F a k u l t ~ t  der Universi tXt  F re iburg  im Breisgau,  1967, en tnom-  
men. 
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man auf einem NH4+-haltigen Medium gewachsene, reprimierte Zellen in ein NHa+- 
freies Wachstumsmedium, so beobachtet man im Zuge der 'Derepression' eine rasche 
Synthese von NAD-Glutamatdehydrogenase. Die spezifische Aktivit~t des Enzyms 
durchl/iuft ein Maximum und stellt sich dann auf ein neues station/ires Niveau ein. 
Eine genauere Analyse der Kinetik des Derepressionsvorganges ergibt, dab die zeit- 
liche Anderung der Enzymsynthesegeschwindigkeit eine ged~impfte Schwingung be- 
schreibt, die nach etwa 24 h zur Ruhe kommt a-a. Als Ursache fiir die Oscillation 
diskutieren wir einen mit Verz6gerung funktionierenden Regelkreis, der aus folgen- 
den Gliedern besteht: DNA, messenger RNA, NAD-Glutamatdehydrogenase, NH4 +- 
Lieferung aus Glutamat, NH4+-verbrauchende Reaktionen, durch NH4~ aktivier- 
barer Aporepressor der Bildung von NAD-Glutamatdehydrogenase. In der vor- 
liegenden Arbeit teilen wir weitere Experimente zur Analyse dieses Regelkreises mit. 

METHODEN UND PRAPARATE 

Chemikalien und Hefe (R 59 Ephrussi) sind dieselben, wie in einer friiheren 
ArbeiP angegeben. Anzucht und AufschluB der Zellen sowie Aktivit~itsbestimmungen 
und Definition der Aktivit/itseinheiten sind ebenfalls bei Lit. 6 angegeben. Bestim- 
mung von Glucose-6-phosphatdehydrogenase siehe Lit. 7, Glutaminsynthetase siehe 
Lit. 8. Amid-Stickstoff (siehe Lit. 9) und Glutamat (siehe Lit. IO) wurden im Tri- 
chloressigs~iureextrakt aus abzentrifugierten Zellen bestimmt. Bei allen Versuchen 
wurden die Zellen im 'stufenweisen Turbidostat",  entsprechend Fig. I bei Lit. 6, 
im exponentiellen Wachstum gehalten. Die Verarmung vor der zur Zeit Null begin- 
nen den NH4+-Derepression erfolgte, wie in Fig. 3 bei Lit. 6 angegeben. 
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Fig. I. Spezifische Aktivit~tt verschiedener  E n z y m e  bei der NH4+-Derepress ion yon  N A D -  
G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e .  O - - O ,  N A D - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e ;  O - - O ,  N A D P - G l u t a m a t -  
dehydrogenase ;  & - - & ,  Glucose -6 -phospha tdehydrogenase .  

Fig. 2. N A D - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  u n d  G l u t a m i n s y n t h e t a s e  bei der NH~+-Derepression.  @, 
Stat ioni i rer  W e r t  der  spezif ischen Akt ivi tXt  bei exponen t i e l l em W a c h s t u m  im G l u t a m a t - M e d i u m  
(vgl. Lit.  I i ) .  

ERGEBNISSE 

Es liegt nahe, als Ursache bzw. Anstol3 ('pacemaker') fiir die Oscillation der 

* Es  h a n d e l t  sich nicht ,  wie bei Lit .  6 angegeben,  u m  einen 'Chemos ta t ' ,  sondern  u m  einen 
'Tu rb idos t a t ' ,  da  die W a c h s t u m s k o n t r o l l e  du rch  tu rb id ime t r i s ehe  Messungen  erfolgt.  
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zeitlichen Anderung der Enzymsynthese Synchronisation des Wachstums zu ver- 
muten. In friiheren Versuchen haben wir eine Synchronisation auf Grund von Be- 
stimmungen der Zellzahl ausgeschlossen 6. Fig. I zeigt einen weiteren Versuch, der 
Synchronisation unwahrscheinlich macht. Kurve (0--0) gibt den charakteristischen 
'overshoot' der NAD-Glutamatdehydrogenase nach Derepression wieder. In den 
Kurven ( ©--  ©)' und (A--A) sind die gleichzeitig gemessenen spezifischen Aktivitaten 
von NADP-Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.4) und Glucose-6-phosphatdehydro- 
genase (EC 1.1.1.49 ) wiedergegeben. Diese Enzyme zeigen keinerlei periodisches 
Verhalten. Es liegt demnach keine generelle rhythmische Enzymsynthese vor. 

In engem Zusammenhang mit der Regulation der NAD-Glutamatdehydro- 
genase steht die Regulation der Glutaminsynthetase (EC6.3.I.2). Die Synthese 
dieses Enzyms wird ebenso wie diejenige der NAD-Glutamatdehydrogenase durch 
Zusatz yon NH4+ zum N~ihrmedium reprimiert8; wahrscheinlieh fungiert hierbei 
NH4 + (oder eine nahe verwandte Substanz) als gemeinsamer Corepressor 8. Eine 
Repression durch Glutamin kann ftir beide Enzyme aus folgenden Grtinden ausge- 
schlossen werden (vgl. Tabelle I). Sehr hohe Enzymgehalte der Zellen findet man bei 
Wachstum auf Methionin, sehr geringe bei Wachstum auf NH4+; in beiden Fallen 

T A B E L L E I  

INTRAZELLUL,~RE GLUTAMIN-KONZENTRATION UND SPEZIFISCHE AKTIVITAT VON NAD-GLUTAMAT- 
DEHYDROGENASE UND GLUTAMINSYNTHETASE BEI EXPONENTIELLEM VVACHSTUM IN MEDIEN MIT 
VERSCHIEDENEN STICKSTOFFQUELLEN 

Stickstoff- Glutamin- Spezifische A ktivitdt 
queUe Konzen- 

tration NA D- Glulamin- 
(zo -3 M)  Glutamat- synthetase 

dehydro- 
genase 

NH4+ i o - 2 o  m o - 2 o o  i 5 - 3 o  ( 1 6 " )  
G l u t a m a t  5 o - 7  ° 4 0 0 - 6 0 0  7o -85  ( 6 0 * )  
M e t h i o n i n  IO-2O 9 o o - t  IOO - -  (12o*) 

" S i ehe  L i t .  8. 

ist die intrazellul~ire Konzentration an Glutamin niedrig; bei Wachstum auf Gluta- 
mat findet man hohe Enzymgehalte und zugleich eine hohe Glutamin-Konzen- 
tration. 

In Fig. 2 ist das Verhalten von Glutaminsynthetase im Vergleich zu NAD- 
Glutamatdehydrogenase bei der Derepression eingetragen. Der bei langdauernder 
Kultur im 'stufenweisen Turbidostat' sich einstellende Wert der spezifischen Aktivi- 
tat ist mit einem Kreuz angegeben. Die beiden Enzyme verhalten sich verschieden. 
NAD-Glutamatdehydrogenase zeigt einen kr~iftigen overshoot mit einem Maximum 
nach etwa 5 h ; nach io h hat sich der ftir exponentielles Wachstum stationare Wert 
eingestellt. Glutaminsynthetase zeigt einen nut  geringen overshoot. Das Maximum 
wird erst nach etwa 9 h erreicht und hat etwa denselben Weft wie die spezifische 
Aktivitat bei langdauerndem, exponentiellem Wachstum. Das verschiedene Ver- 
halten der beiden Enzyme kSnnte darauf hindeuten, dab NH4+ nicht der gemein- 
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same Corepressor ist. Die Beobach tung  des intrazellul~tren Glu tamins  w~ihrend der  
Enzymderepress ion  gibt  keinen weiteren AufschluB; un te r  unseren Versuchs- 
bedingungen ist nach e twa 8 h ein K o n z e n t r a t i o n s m a x i m u m  erreicht  (vgl. Fig. 3). 
Zu diesem Ze i tpunk t  durchschre i te t  auch die G lu taminsyn the ta se  ihr Max imum 
(vgl. Fig. 2). - -  Bes t immung  des intrazel lul~ren NH4+ k6nnte  zur weiteren Kl~irung 
der  Zusammenh~nge  bei t ragen.  Es ist uns bisher nicht  gelungen, eine gentigend 
empfindl iche und spezifische Methode auszuarbei ten.  Es mul3 fes tgehal ten werden,  
dab  die verschiedene Derepress ionskinet ik  yon Glu taminsyn the ta se  und NAD-  
Glu t ama tdehydrogenase  auch im Eink lang  mit  der  Exis tenz  eines gemeinsamen 
Corepressors erklXrt werden k6nnte.  Hierbei  k~men z.B. verschiedene Lebenszei t  der  
jeweiligen messenger R N A  oder versehiedene Affinit/it der  Opera torgene zum gc- 
meinsamen Holorepressor  in Frage.  
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Fig. 3. lntrazellul~re Konzentration von Amid-Stickstoff bei der NH4+-Derepression. O--II,  bei 
"Wachstum auf Glutamat; O (.), bei \Vachstum auf Methionin. Da unter unseren Versuchs- 
bedingungen > 9o°,5 des Sfi.ureamids Glutamin ist n, wurde nicht Glutamin, sondern SS~ureamid 
bestimmt. 

Fig. 4. NAD-Glutamatdehydrogenase bei der NH4+-Derepression im Glutamat-Medium (O---II) 
und Methionin-Medium (O--O) .  A---A, intrazellulS.re Konzentration yon Glutamat bei der 
Derepression im Glutamat-Medium; A - - - A ,  dito bei der Derepression im Methionin-Medium. 

Unsere friJheren Versuche 6 ha t t en  zu der Anschauung  gefiihrt ,  dab  die durch  
NH~+-Lieferung (insbesondere aus Glu tamat )  und NH4+-Verbrauch bedingte  s ta-  
tion~ire Konzen t ra t ion  an NH4 + die Synthesegeschwindigkei t  von N A D - G l u t a m a t -  
dehydrogenase  reguliert .  Der  in Fig. 4 wiedergegebene Versuch ist eine weitere 
Stfitze hierfiJr. Derepr imier t  man  auf  NH4+ gezfichtete und 3 h lang ve ra rmte  Zellen 
in einem Medium mit  Methionin als einziger Stickstoffquelle,  so beobach te t  man  im 
Gegensatz  zum Glu t ama t -Med ium keinen overshoot ,  sondern a sympto t i sche  An- 
n~iherung der  spezifischen Aktivit~tt von N A D - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  an den fiir 
exponent iel les  W a c h s t u m  charak te r i s t i sehen  stat ionfiren Wer t .  Wie man  wei ter  aus 

Bioch~m. Biophys..4cta, I39 (I967) 33-39 



OSCILLATION VON GLUTAMATDEHYDROGENASE 37 

Fig. 4 ersieht, ist beim Wachstum mit Glutamat die Glutamat-Konzentration in den 
Zellen etwa ftinfmal h6her als beim Wachstum mit Methionin. Die Michaelis-Kon- 
stante der NAD-Glutamatdehydrogenase mit Glutamat betr~igt 25' lO -3 M (Lit. I). 
Daher ist das Enzym bei Wachstum auf Glutamat ges~ittigt, w~ihrend bei Wachstum 
auf Methionin die Glutamat-Konzentration nur 1/2 der Michaelis-Konstante betrfigt. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit ist also im Methionin-Medium nut 1/4 derjenigen im 
Glutamat-Medium. Die viermal schnellere NH4+-Lieferung aus Glutamat bei Dere- 
pression im Glutamat-Medium im Vergleich zum Methionin-Medium fiihrt ( I ) zu  
einem raschen Zuriickdrfingen der Synthese yon NAD-Glutamatdehydrogenase, das 
heisst zu einem steilen overshoot, und (2) zu einem wesentlich niedrigeren station~iren 
Wert der spezifischen Aktivitfit yon NAD-Glutamatdehydrogenase bei kontinuier- 
lichem, exponentiellem Wachstum. 

T A B E L L E I I  

GENERATIONSZEIT  VON S. cgrevisiae R 5 9  IN MEDIEN MIT GLUTAMAT BZW. GLUTAMAT Dlus N H 4 +  

K o n z e n t r a t i o n  an  G l u t a m a t  bzw. NH4+ je o.oi  M. 

Stickstoffquelle Generations- Zahl der 
zeit (h) Versuche 

G l u t a m a t  4.5 5 
G l u t a m a t  + NH~+ 3.1 2 

Auch die Glutaminsynthetase ist im Glutamat-Medium mit Glutamat ge- 
s~tttigt (Michaelis-Konstante 9-4' lO-3 M (Lit. 8), w/ihrend der Glutamat-Spiegel bei 
Wachstum auf Methionin zur S/ittigung nicht ausreicht (Fig. 4). Dementsprechend 
stellt sich auf Methionin der intrazellul~tre Glutamin-Spiegel niedrig ein im Vergleich 
zum Glutamat-Medium (Fig. 3). Der overshoot der NAD-Glutamatdehydrogenase 
wird demnach im Glutamat-Medium weiter dadurch begtinstigt, dab Glutamin- 
synthetase unter diesen Bedingungen rasch NH4+ verbraucht, wodurch besonders 
kr~iftige Derepression eintritt. 

DaB beim Wachstum auf Glutamat als einziger Stickstoffquelle die Geschwin- 
digkeit der Produktion von NH4+ auch ftir die Generationszeit mal3gebend ist, ergibt 
sich aus den in Tabelle II wiedergegebenen Daten. Zusatz von NH4+ zu Glutamat 
erniedrigt die Generationszeit von 4.5 auf 3.1 h. Im Einklang damit zeigt Fig. 5, 
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Fig. 5. Loga r i t hmi sche  W a c h s t u m s k u r v e  yon S. cerevisiae R 59. Die Zellzahl  wurde  wie fr i iher  
beschr ieben ~ b e s t i m m t .  Zur Zeit  Null  wurden  die Zellen yore NH4+-Medium auf  G lu tama toMedium 
umgese tz t .  
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dab die Wachstumsgeschwindigkeit dereprimierter Zellen unter denselben Bedin- 
gungen wie bei den Versuchen der Fig. 1 4 (im Glutamat-Medium) nach etwa 4 h ihren 
maximalen Wert erreicht. Dies ist die Zeit, zu der die NH4+ aus Glutamat liefernde 
NAD-Glutamatdehydrogenase in hSchster Konzentration vorhanden ist (vgl. Fig. i, 
2, und 4). Nach etwa IO h geht die Wachstumsgeschwindigkeit wieder auf einen 
niedrigeren Wert zurtick. Dies ist der Zeitpunkt, zu dem auch die spezifische Aktivit~t 
der NAD-Glutamatdehydrogenase auf den niedrigeren station~ren Wert fiir expo- 
nentielles Wachstum im Glutamat-Medium zuriickgefallen ist (vgl. Fig. 2). Diese 
~Tberlegung gilt nieht ohne weiteres auch fiir das Wachstum auf anderen Stickstoff- 
quellen als Glutamat. Bei anderen Stickstoffquellen k6nnen andere Reaktionen als 
die NH4+-I.ieferung aus Glutamat kontrollierend ftir die Generationszeit sein. 

DISKUSSION 

Das verschiedene Zeitverhalten von NAD-Glutamatdehydrogenase und Glu- 
taminsynthetase bei der Derepression kann auf verschiedene Natur der Corepres- 
soren zuriickzuftihren sein. Dies muB jedoch nicht der Fall sein, da wir ~2 z.B. bei der 
Derepression von vier verschiedenen durch Arginin reprimierbaren Enzymen in 
Escherichia coli ein v611ig verschiedenartiges Zeitverhalten der spezifischen Aktivit~tt 
gefunden haben, obwohl hier Arginin der gemeinsame Corepressor ist. Erst eine 
weitere Analyse der vielen Faktoren, die am Auftreten von overshoot und ged~impfter 
Oscillation beteiligt sein kSnnen (Halblebenszeit der messenger RNA, Affinit~tt von 
Corepressoren zu Aporepressoren, Affinit/it von Holorepressoren zu Operatorgenen 
etc.) wird hier Autkl~trung bringen. 

Ftir NAD-Glutamatdehydrogenase aus Hefe ist die Regulation der Synthese- 
geschwindigkeit durch NH4+ sehr wahrscheinlich. Daftir sprechen unsere frtiheren 
Versuche fiber die spezifische Aktivit~it des Enzyms bei Wachstum auf verschie- 
denen Stickstoffquellen 3, sowie der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Zusammen- 
hang zwischen der Synthesegeschwindigkeit des Enzyms und der Geschwindigkeit 
der NH4+-Bildung aus Glutamat (vgl. Fig. 4). 

Die friiher postulierte biologische Bedeutung der NAD-Glutamatdehydro- 
genase ftir die NH4+-Lieferung aus Glutamat 3,13,14 wird durch die vorliegenden Ver- 
suche erh~rtet. Insbesondere die Beobachtung, dab eine hohe NAD-Glutamatdehy- 
drogenase-Konzentration dieselbe gesteigerte Wachstumsgeschwindigkeit im Gluta- 
mat-Medium ermSglicht wie ein Zusatz von NH4+, spricht ftir diese Auffassung.* 

ZUSAMMENFASSUNG 

i. Das Studium der Bedingungen wird fortgesetzt, unter denen die Synthese- 
geschwindigkeit yon NAD-abh~ingiger Glutamatdehydrogenase (L-Glutamat:NAD 
oxidoreductase (deaminierend), EC 1.4.1.2) in Saccharomyces cerevisiae bei Derepres- 
sion durch Wechsel vom NH4+-Medium zum Glutamat-Medium oscilliert. Aus der 
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen l~il3t sich schliel3en, dab ein besonders hoher 
intrazellul~irer NH4+-Spiegel vorhanden ist, wenn das Enzym im Zuge der Oscilla- 
tion ein Maximum der Aktivit~tt erreicht. Hierdurch setzt Repression ein, welche die 

* E inen  Hinweis  au f  diesen Z u s a m m e n h a n g  v e r d a n k e n  wir He r rn  Prof. Dr. H. L. [~ORNBERG 
(I.eicester). 
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n~tchste Schwingung der  Oscil lat ion einleitet .  Synchrones W a c h s t u m  konnte  als 
Ursache fiir die Oscil lat ion ausgeschlossen werden.  

2. G lu t aminsyn the t a se  (EC 6.3.1.2), deren Synthesegeschwindigkei t  eben- 
falls von NH4+ beeinflul3t wird,  folgt bei der  Derepression einer anderen  Kine t ik  als 
NAD-Glu t ama tdehydrogenase .  Enzyme,  deren Synthese  nicht  von NHa + regul ier t  
wird  ( N A D P - G l u t a m a t d e h y d r o g e n a s e  (EC 1.4.1.4), Glucose-6-phospha tdehydro-  
genase (EC I . i . i . 49) )  , zeigen keine rhy thmische  Anderung  der Synthesegeschwindig-  
keit .  

3. Es ergeben sich weitere Hinweise daftir,  dab  NH4+ als Corepressor der  
NAD-abh~tngigen Glu t ama tdehydrogenase  wirkt .  Ffir  den endgti l t igen Wer t ,  auf  den 
die spezifische Aktivit~it  des Enzyms  im Zuge der Derepression einregulier t  wird, ist 
die Geschwindigkei t  maggebend ,  mi t  der  in der  Zelle NH4+ aus G l u t a m a t  gebi ldet  
wird.  
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