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Die Spaltung von Dipeptiden in Geweben der Ratte am 
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Methode zur Messung von Dipeptidase-Aktivi~ten und 
kinetischen Eigenschaften 
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Zusammenfassung: Glycyl-L-Tyrosin wird in vitro durch Gewebehomogenate 
yon Niere, Lunge, Leber, Muskulatur und im Blut der Ratte hydrolysiert. Die 
Methodik der Peptidasemessung wird kritisch tiberprtift, und kinetisehe Daten ffir 
die Gewebe werden angegeben. 

Summary: Glycyl-L-tyrosine is hydrolysed by tissue homogenates of rat kidney, 
lung, liver, muscle and by blood. Methods of peptidase assay are critically exami- 
ned and kinetic data are given for the tissues. 
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tengewebe 

Einleitung 

A u f g r u n d  der  ge r ingen  L6sl ichkei t  von  L-Tyros in  (TYR) (2,76 mMolfl  
ode r  0,5 g/l) wird  seit ku rzem der Zusa tz  des  gut  16slichen Dipep t ids  
Glycy l -L-Tyros in  (GLY-TYR) als TYR-Quel le  in Aminos~u re l6 sungen  ffir 
die  pa ren te ra l e  Ernf ihrung diskutiert .  B i she r  ist die n ichtessent ie l le  Ami-  
nos~iure TYR in so lchen  L6s ungen  n icht  enthal ten ,  da m a n  davon  ausgeht ,  
dab  bei  in tak te r  Lebe r funk t i on  und  aus r e i chende r  Pheny la l an inzu fuh r  
e twa  50-70 % des  Pheny la lan ins  f iber die P h e n y l a l a n i n h y d r o x y l a s e  der  
L e b e r  in T Y R  u m g e w a n d e l t  wird. 

Die  k l in i sche  Er fah rung  hat  gezeigt, dab  un te r  b e s t i m m t e n  Bed ingun-  
gen,  bei  denen  eine U m w a n d l u n g  v o n  Pheny la l an in  zu TYR nur  
beschr~inkt  oder  gar  nicht  abl~iuft, eine d i rek te  TYR-Zufuh r  i n sbesonde re  
bei  langfr is t iger  pa ren te ra le r  E rmih rung  erforder l ich  ist. Eine solche 
S i tua t ion  bes t eh t  bei Frfih- und  Neugebo renen ,  Pheny lke tonu r ike rn ,  
P a t i e n t e n  mi t  Niereninsuff izienz,  T r a u m a  oder  Sepsis  sowie bei lfingerfri- 
s t iger  pa ren te ra l e r  E rn~hrung  f ibe rhaup t  (1, 2, 3, 4, 5, 6). 

D a r u m  en tha l ten  einige In fus ions l6sungen  TYR in Fo rm eines acetyl ier-  
ten  Der iva tes ,  d e m  N-Acetyl -Tyros in  (N-AC-TYR). D a n e b e n  gibt  es die 
M6gl ichkei t  der  In fus ion  von  GLY-TYR  als Tyrosinquel le .  Es besi tz t  e ine 

* Diese Arbeit ist Teil einer Dissertation, die dem Fachbereich Medizin der 
Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz vorgelegt wird. 
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L S s l i c h k e i t  v o n  24 g/1 (7), e n t s p r e c h e n d  r u n d  18 g Tyrosin/1. Be i de  S u b -  
s t a n z e n  s i n d  in  w~igriger L S s u n g  f iber  l&ingere Ze i t  s t ab i l  u n d  f i b e r s t e h e n  
d ie  P r o z e d u r  der  S te r i l i sa t ion .  

N e u h f i u s e r  u n d  M i t a r b e i t e r  (8) ze ig t en  a n  e i n e m  Mode l l  l ang f r i s t i g  par-  
e n t e r a l  e rn f ih r t e r  S p r a g u e - D a w l e y - R a t t e n ,  dab  b e i d e  S u b s t a n z e n  in  e twa  
g l e i che  Eff iz ienz  bezf ig l ich  W a c h s t u m  u n d  S t i c k s t o f f b i l a n z  a u f w e i s e n .  
G L Y - T Y R  w i r d  zu e twa  10 %, N - A C - T Y R  zu u n t e r  1% im U r i n  ausge -  
s c h i e d e n .  

Es  e r h e b t  s ich  die  Frage ,  ob  e ine  de r  b e i d e n  S u b s t a n z e n  Vor te i l e  gegen-  
f iber  de r  a n d e r e n  bie te t ,  w e n n  im  S t o f f w e c h s e l  des  p a r e n t e r a l  e rn f ih r t en  
P a t i e n t e n  S t 6 r u n g e n  b e s t e h e n .  Dazu  ist  es wich t ig ,  I n f o r m a t i o n e n  f iber  
das  m e t a b o l i s c h e  S c h i c k s a l  der  b e i d e n  S u b s t a n z e n  zu e rha l t en .  I n  d i e s e m  
Z u s a m m e n h a n g  i n t e r e s s i e r t  es b e s o n d e r s ,  in  w e l c h e n  O r g a n e n  u n d  in  
w e l c h e m  A u s m a B  die  f rag l iche  S u b s t a n z  in  T y r o s i n  u n d  A c e t a t  bzw.  
G l y c i n  g e s p a l t e n  w e r d e n  k a n n .  I n  e i ne r  A r b e i t  y o n  N e u h a u s e r  u n d  Mitar-  
b e i t e r n  (9) w u r d e  be re i t s  die  F r e i s e t z u n g  v o n  T Y R  aus  N - A C - T Y R  in  
G e w e b e e x t r a k t e n  der  Ra t t e  g e m e s s e n .  I n  de r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  so l l t en  
d a h e r  D a t e n  z u m  G l y c y l - L - T y r o s i n  g e s a m m e l t  w e r d e n .  

Reagenzien, Material, Hilfsmethoden 
Reagenzien: Alle Reagenzien, falls nicht anders angegeben, yon Fa. Merck 

Phosphatpuffer naeh SSrensen mit 0,2 Mol/1 Phosphat (pH 7,4). 0,9%ige (phy- 
siologische) Kochsalzl6sung, mit etwas Phosphatpuffer auf etwa pH 7 stabilisiert. 
Ninhydr in  in Methylcellosolve 3%ig gelSst (w/v). Die L6sung ist mindestens zwei 
Tage bei Zimmertemperatur  haltbar. Natrium-Citratpuffer yon 0,2 Mol/1, pH 5 mit 
NaOH eingestellt und 5.10 S Mol/1 NaCN zugesetzt. GLY-TYR von Serva. 
LSsungen von 65.10 -3 bis 5.10 -3 Mol/1 wurden angesetzt. Sie sind gefroren fiber 
mehrere Monate best~indig. Isopropanol-Wasser-L6sung im Volumenverh~ltnis yon 
1:1. EDTA als Dinatrium-Salz (Titriplex III) und  als Magnesiumsalz (Magnesium- 
Titriplex). Rinderserumalbumin von Sigma-Chemicals mit 16,5 g N/100 g in ge- 
friergetrockneter Form wurde in Wasser 10%ig gelSst. Biuret-Reagenz wurde aus 
0,375 g CuSO4, 1,5 g Kaliumnatriumtartrat ,  75 ml 10%iger NaOH-LSsung und  Was- 
ser ad 250 ml hergestellt. 

Alle LSsungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt. 

Tiere und Homogenate 

Untersucht  wurden Leber, Nieren, Muskulatur vom Glutealbereich, Lungen,  
Herz, Blur und  Plasma yon mSnnlichen Sprague-Dawley-Ratten. Die Tiere wurden 
getStet, die Organe wurden sofort nach der Entnahme in fltissigen Stickstoff 
getaucht und  bis zur Verwertung bei -80 ~ gelagert. Blut wurde aus der Vena cava 
inferior in Narkose entnommen.  Zur Gewinnung der Homogenate wurden die 
aufgetauten Organe yon anh~ingendem Fett befreit, gewogen und  zerkleinert. Leber 
und  Nieren wurden im Potter-Homogenisator homogenisiert  und mit 0,9%iger 
KochsalzlSsung auf 10 bzw. 5 % verdflnnt (w/v). Muskel- und  Lungenhomogenate  
wurden mit  Seesand im eisgek0hlten MSrser zerrieben und  mit physiologischer 
KochsalzlSsung verdfinnt (25 bzw. 10 %). Herz wurde in einem Mikro-Fleischwolf 
zerkleinert, Verd(innung erfolgte auf 25 %. Blut wurde durch dreimaliges Auftauen 
und  Wiedereinfrieren h~imolysiert, oder es wurde durch Zentrifugieren Plasma 
gewonnen.  

Die so gewonnenen Homogenate wurden (auger Blut und  Plasma) bei etwa 
33 000 g ffir 20 Minuten zentrifugiert, um einen 13berstand zu erhalten, der yon 
Part ikeln und  eingesetztem Seesand befreit ist und  sich leicht pipettieren ltil3t. 
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Inkubation der Homogenat-~Iberst~nde 

Die (~berst~inde (im folgenden einfach Homogenate genannt) wurden zur 
Messung der Reaktionsgesehwindigkeit bei einer best immten Dipeptidkonzentra- 
tion unter  konstanten Versuehsbedingungen inkubiert.  Die Temperatur  betrug 
dabei 37 ~ Der pH-Wert yon 7,4 wurde yon einem 4.10-2molaren Phosphatpuffer 
gehalten. Die Dipeptidkonzentrationen betrugen zwischen 0,5 und 20-10 -3 Mol/1. 
Wenn mehr als zwei Milliliter Homogenat vorhanden waren, wurden drei bis seehs 
Eppendorf-Mikroreaktionsgef/~]3e mit Puffer und Dipeptidl6sung angesetzt, im 
Thermostat  auf Reaktionstemperatur gebraeht und die Reaktion mit ebenfalls kurz 
erw~irmtem Homogenat gestartet. Die Gewebehomogenate wurden dadurch 1:5 
verd~mnt. Der inkubierte Ansatz hatte ein Volumen yon 1,0 ml. In den Null- 
Minuten-Gl~sehen waren 0,5 ml lmolare Perchlors~ure vorgelegt. In den anderen 
Gl~sehen wurde naeh aufeinanderfolgenden Zei tpunkten die Reaktion dureh 
0,5 ml der Perehlors/iure gestoppt. Die Zeitintervalle wurden naeh der in Vorver- 
suehen festgesteUten Aktivit~it gew~ihlt. 

Wenn weniger Gewebehomogenat vorhanden war (zum Beispiel yon Herzmus- 
kelhomogenat), wurde nur  ein Reaktionsgefii/3 angesetzt, aus dem nach den 
gew~ihlten Zeitabst~nden 0,2 ml in ein Gl~ischen mit 0,1 ml Perchlors~iure pipettiert 
wurden. 

Alle Gl~ischen wurden durch Zentrifugation vom EiweiBpr~zipitat befreit. 0,75 ml 
13berstand wurde durch 0,25 ml einer 0,6molaren K3PO4-L6sung auf einen pH yon 
etwa 6 gebracht. Es fiel im Eisbad Kaliumperchlorat aus, das ebenfalls abzentrifu- 
giert wurde. 

Bestimmung der Dipeptidspaltung mit Ninhydrin 

Zur Ninhydr inbes t immung wurden 0,25 ml I3berstand der K3PO4-F~illung je nach 
der Dipeptidkonzentrat ion entweder unverdfinnt oder 1:2,5 verd(innt in ein Reak- 
tionsgefiiB gegeben. Dazu kamen 0,25 ml des 0,2molaren Citratpuffers (pH 5) mit 
NaCN und  0,25 ml einer 3%igen Ninhydrinl6sung. Ffir 7,5 Minuten wurde auf 96 ~ 
erhitzt und  im Eisbad 5 Minuten gekfihlt. Danach erfolgte eine photometrische 
Doppelbes t immung des gebildeten Farbstoffes bei 578 nm in Isopropanol-Wasser- 
Verdf innung am Eppendorf-Photometer. 

Die Leerwerte enthielten nur  gepufferte Gewebehomogenate,  die fur eine ent- 
sprechende Zeit inkubiert  worden waren. DE bezeichnet im folgenden die Diffe- 
renz zwischen der Extinktion eines mit Dipeptid inkubier ten Gewebehomogenates 
und  dem dazugeh6rigen Leerwert. Standards ffir die Extinkt ion yon GLY-TYR und 
der Aminos~uren (AS) wurden gegen Wasser als Leerwert gemessen. 

Die Bestimmung des Proteingehaltes mit tier Biuretmethode 

Rinderserumalbumin diente als Standard. Es wurden Dreifachmessungen durch- 
geffihrt. Zu 0,05 ml Wasser (ffir den Leerwert), Gewebeprobe eder Standard wurden 
0,05 ml Detergens (Triton 10 %) und 2,5 ml Biuretreagenz gegeben. Nach 20 Minu- 
ten bei Raumtemperatur  wurde gegen Leerwert photometriert (546 nm). Die 
Bes t immung des Eiwei/3gehaltes im Blut ist auf diese Weise nicht sinnvoll, da das 
H~moglobin st6rt. 

En tw ick lung  der M e B m e t h o d e  

Die  be i  de r  e n z y m a t i s c h e n  H y d r o l y s e  des  G L Y - T Y R  e n t s t e h e n d e n  A S  
G l y e i n  u n d  T Y R  h a b e n  in  de r  p h o t o m e t r i s e h  q u a n t i f i z i e r t e n  N i n h y d r i n r e -  
a k t i o n  e ine  F a r b a u s b e u t e ,  die  z u s a m m e n  m e h r  als d o p p e l t  so h o e h  is t  w ie  
d ie  des  D i p e p t i d e s  al lein.  I n f o l g e d e s s e n  s te ig t  die  g e m e s s e n e  E x t i n k t i o n  
i m  V e r l a u f  de r  S p a l t u n g  an.  Der  E x t i n k t i o n s a n s t i e g  ist  p r o p o r t i o n a l  zu r  
M e n g e  des  g e s p a l t e n e n  Dipep t ide s .  D a d u r e h  laBt s ieh  die  G e s e h w i n d i g -  
ke i t  de r  H y d r o l y s e  b e s t i m m e n .  
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Abb. 1. Bei verschiedenen Dipeptid- 
konzentrationen simulierte Spaltun- 
gen. Die Geraden entsprechen den 
vorhergesagten, die Punkte den ge- 
messenen Extinktionen. 1 mMoY 
1 = 10 3 Mol/1. 

Eine  solche  P e p t i d a s e b e s t i m m u n g  w u r d e  von  Ma theson  und  Tat t r ie  (10) 
erarbei te t .  E ine  Arbei t  zur  B e s t i m m u n g  yon  Dipep t idaseak t iv i t~ ten  bei 
der  Ra t te  liegt yon  Krzys ik  und  Adibi  (11) vor. Dabei  w u r d e  ebenfal ls  mi t  
e i nem Ninhydr in r eagenz  gearbei te t .  Es w u r d e  die Spa l tung  y o n  Glycyl-  
g lycin  u n d  Glycy l -L-Leuc in  un te rsucht .  

A b b i l d u n g  1 zeigt eine Reihe  v o n  Versuchse rgebn i s sen ,  bei d e n e n  die 
Spa l t ung  von  GLY-TYR  in die AS im Reagenzglas  s imul ie r t  wurde :  Es 
w u r d e n  jewei ls  e n t s p r e c h e n d e  Mengen  yon  Dipept id-  und  den  AS-LSsun-  
gen  g e m i s c h t  und  die Ex t ink t ion  in der  N inhydr in r eak t i on  gemessen .  Die 
P u n k t e  geben  die Mef3werte, die G e r a d e n  die b e r e c h n e t e n  Werte  wieder.  
Es  wird  deutl ich,  dab  die Methode  gee igne t  ist, u m  solche S p a l t u n g e n  in 
den  hier  u n t e r s u c h t e n  Konzen t r a t i onen  nachzuweisen .  

Anfangsgeschwind igke i t en  

Die G e s c h w i n d i g k e i t  der  hydro ly t i s chen  D ipep t i d spa l t ung  bei  der  ein- 
gese tz ten  Anfangskonzen t r a t i on  co wird  als Ans  Vo 
beze ichnet .  Man  ermi t te l t  sie im Falle e iner  m o n o m o l e k u l a r e n  Reakt ion ,  
wie  sie bei  der  Spa l tung  des Dipep t ides  im Pr inz ip  vorliegt ,  i n d e m  m a n  
die a b n e h m e n d e n  D ipep t idkonzen t r a t i onen  ha lb loga r i thmisch  gegen  die 
Zei t  in e inem D i a g r a m m  auftr~i~. Es resul t ier t  eine Gerade ,  de ren  Stei- 
g u n g  die G e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e  der  D i p e p f i d s p a l t u n g  angibt .  Multi- 
pl iziert  m a n  diese mi t  der  Anfangskonzen t ra t ion ,  so erh~ilt m a n  die 
G e s c h w i n d i g k e i t  z u m  Z e i t p u n k t  t = 0 Minuten.  

Da  in der  vo r l i egenden  N i n h y d r i n b e s t i m m u n g  der  Ans t i eg  der  Ex t ink-  
t ion p ropor t iona l  zum Abfall  der  D ipep t idkonzen t r a t i on  ist, liil~t sich 
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Abb. 2a. DE als Funktion yon t. Messung in Nierenhomogenat (Konzentration im 
Inkubationsansatz: 1%). Zwei verschiedene Dipeptidkonzentrationen sind ange- 
geben. 
Abb. 2b. y als Funktion von t ftir dieselben Werte wie in 2a. Die Punkte liegen in 
guter Anntiherung auf einer Geraden, wenn man nicht wesentlich fiber 50 % 
Umsatz des eingesetzten Dipeptides reagieren l~iJ3t. 

du rch  eine geeignete Darstel lung die Geschwind igke i t skons tan te  auch  
aus den Ext ink t ions~nderungen  errechnen.  Abb i ldung  2a zeigt den Ver- 
lauf  der  DE-Zei t -Funkt ion  bei einer Messung in Ra t t enn ie rengewebe  bei 
zwei ve rsch iedenen  Dipept idkonzentrat ionen.  Man kann  die Ext inkt ions-  
t inderungen halblogar i thmisch auftragen, indem man  den A u s d r u c k  

y = - in ((EAs * Co - DE))/((EAs - Ed) * Co)) 

bildet. Die Kons tan te  Ed bezeichnet  die molare Ext ink t ion  von GLY-TYR 
und  EAS die Ext inkt ion  yon  einer L6sung  a u s j e  1 Mol/1 Glycin und  1 Mol/1 
TYR. Tr~gt man  nun  y als Funkt ion der Zeit auf, so erh~lt man  im Falle der 
vor l iegenden  Unte r suchung  eine gute  Ann~he rung  an eine Gerade, deren 
S te igung  die Geschwindigkei t skons tante  der Dipept idspa l tung  angibt  
u n d  die du rch  den Nul lpunkt  geht. Aus der Geschwindigke i t skons tan te  
kann  durch  Multiplikation mit der Anfangskonzen t ra t ion  die Anfangsge-  
schwindigke i t  ausgerechnet  werden. Abb i ldung  2b gibt das y- t -Diagramm 
ffir die Me~werte  aus Abbi ldung 2a wieder. 

Dieses rechner ische  Verfahren berficksichtigt  nicht, daJ3 eine enzyma-  
t isch katalysierte Reaktion nicht tiber den ganzen Konzent ra t ionsbere ich  
des Subs t ra tes  eine Reaktion erster Ordnung  darstellt, sondern  bei hohen  
Konzen t ra t ionen  unabh~ngig yon  der Subs t ra tkonzent ra t ion  wird. Dann  
hande l t  es sich u m  eine Reakt ion nullter Ordnung,  bei der der Zusammen-  
hang  yon  Konzent ra t ion  und  Zeit linear ist. Bei der vor l iegenden Untersu-  
chung  und  den  hier gew~hlten Konzentra t ionen und  Zeitintervallen hat  es 
sich als am zweckm~I3igsten herausgestellt ,  bei jeder  Anfangskonzent ra -  
t ion eine logari thmierte  Auswer tung  heranzuziehen.  Dabei sollen n icht  
fiber 50 % Subs t ra t spa l tung  gemessen  werden.  Die Werte ftir die S te igung 
der  Geraden  wurden  mit  linearer Regression berechnet .  Die Regressions-  
koeffizienten lagen etwa zwischen 0,95 und  0,99. 
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E n z y m k i n e t i s c h e  Daten 

Ffir die hydroly t i sche  Aktivit~t der un te r such ten  Gewebe  sind als kenn-  
ze ichnende  Me/3werte angegeben  
- die max imale  Hydro lysegeschwindigke i t  Vmax 
- die scheinbare  Michael is-Konstante des Gewebes  Kin. 

In  d iesem Z u s a m m e n h a n g  muf5 von  einer sche inbaren  Michaelis-Kon- 
stante gesprochen  werden,  da die Gle ichung ffir Enzyme  yon  Michaelis 
und  Menten  (13, 14) nur  bei E n z y m e n  in reiner Fo rm angewende t  werden  
dars Die Enzymaktivit~it der bier un te r such ten  G e w e b e h o m o g e n a t e  zeigt 
in ihrer Abh~ngigkei t  von  Reakt ionsgeschwindigke i t  und  Subs t ra tkon-  
zenfrat ion einen Zusammenhang ,  der sehr an eine Michaelis-Kinetik erin- 
nert. Man darf  aber nicht  aus dem Auge  verlieren, daf5 die hier gemessene  
und  mit  Bedach t  , ,scheinbar" genannte  Michael is-Konstante eine Gr6~3e 
ist, die sich als Resul t ierende aller eventuell  beteiligten E n z y m e  und  
H e m m f a k t o r e n  auffassen l~i/3t. N e h m e n  wir einmal  an, es sind zwei 
E n z y m e  beteiligt, die etwa gleiche Aktivit~it haben,  aber von  denen  eines 
eine h6here  Affinit~t zum Subs t ra t  hat  (und damit  eine kleinere Michaelis- 
Konstante) .  Dann  kann  man  mit  einigen Mel3werten bei ve r sch iedenen  
Subs t ra tkonzen t ra t ionen  eine scheinbare  Km berechnen,  die i rgendwo 
zwischen  den beiden Km der beteiligten E n z y m e  liegt. Ein errechnetes  
Beispiel  ffir ein derartiges Vorgehen  und  den dabei e ingegangenen  Fehler  
gibt  Abb i ldung  3a und  3b. Auch  wenn  die Befunde  daffir sprechen,  dal3 
die Reakt ionskine t ik  etwa einer Michaelis-Kinetik entspricht ,  m u g  bei der 
Ex t rapo l i e rung  yon  Reakt ionsgeschwindigke i ten  auf  Konzentra t ionen,  
die h6her  oder  niedriger  l iegen als die Me~konzentra t ionen,  kri t isch vor- 
gegangen  werden.  

B e r e c h n u n g  der k ine t i schen  Daten 

Die Maximalgeschwindigke i t  und  die scheinbare  Michael is-Konstante  
der  Hydro lyse  w u r d e n  bei der  vor l iegenden Arbeit  durch  Auf t ragung  der 
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Abb. 3a. Anfangsgeschwindigkeit vo als Funktion der Konzentration co unter der 
Annahme, dab zwei Enzyme wirksam sind (13). Nach eigenen Berechnungen wur- 
den hier ffir die Enzyme je eine Maximalgeschwindigkeit yon 1,0- 10 -3 Mol/1- min 
und Km-Werte von 10 _4 Mol/1 beziehungsweise 10 .3 Mol/1 angenommen. Auf den 
ersten Blick scheint eine Michaelis-Kinetik vorzuliegen. Die Punkte A bis D ent- 
sprechen den MeBwerten ffir 1, 2, 3 und 4.10 -3 Mol/1. Sie liegen im Bereich oberhalb 

der Maximalgeschwindigkeit. 
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O j2 �9 

-~ v o 
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Abb. 3b. Vo als Funktion von VJCo (Hofstee-Darstellung, siehe Text) unter der Zwei- 
Enzyme-Annahme.  Es liegt keine Gerade vor. Vmax/2 ist gestrichelt eingezeichnet. 
Eine Gerade durch die vier Punkte A bis D ist gestrichelt eingezeichnet. Diese 
Gerade ware bei unserer Untersuchung berechnet worden, und daraus wfirde ein 
Km von etwa 4-10 -4 Mol/1 hervorgehen, was zwischen den tatsachlich gewahlten 
Werten liegt. Bei niedrigen Konzentrationsbereichen weichen die aus dem vm~• und 
Km berechneten Vo immer  weiter yon den tats~chlich vorl iegenden ab. 

Me/3werte ffir die Reakt ionsgeschwindigkei ten  Vo gegen den  Quot ien ten  
Vo/Co nach  Hofs tee  berechnet .  In dieser Dars te l lung mu/3 eine Gerade  
resul t ieren,  w e n n  die Werte einer Michaelis-Kinetik geho rchen  (15). Die 
Auf t ragung  nach  Hofs tee  ist der nach L ineweaver  u n d  Burke  fiberlegen, 
denn  bei der  le tzteren werden  die Werte bei n iedr igerer  Subs t ra tkonzen-  
t ra t ion  t iberbewer te t  (15). Bei der Hofs tee-Auft ragung ist dieser  Fehler  

v 0 
m M o [  
I,min 

v o 
mMol 

0,1 / 0,1 
J I I 

i , ~ i 1' 0 ,1  0 , 2  v 0 
I 5 CO C'-~ 

mMo[ 
a) t b )  rain-1 

Abb. 4a. Ergebnisse der Messung in einem 2%ig inkubierten Lungenhomogenat .  
Der Zusammenhang  yon Anfangsgeschwindigkeit  und Anfangskonzentration an 
GLY-TYR ist dargestellt. Die Kurve gleicht der einer Michaelis-Kinetik. 
Abb. 4b. Messung in 2%igem Lungenhomogenat.  Die Auftragung nach Hofstee gibt 
Vo als Funkt ion von VJCo wieder. Die Punkte liegen in guter Naherung auf einer 
Geraden, die durch lineare Regression errechnet wurde (Korrelationskoeffizient 
r = 0,95). 
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nich t  so groB. Bei  den  V e r s u c h e n  w u r d e n  je nach  H o m o g e n a t m e n g e  
zwischen  vier  und  s ieben  ve r sch i edene  S ubs t r a tkonzen t r a t i onen  gemes-  
sen. In  der  Dars te l lung  nach  Hofs tee  gibt  der  Ord ina t enabschn i t t  Vm~x und  
der  Be t rag  der  S te igerung  der  Ge raden  Km wieder.  Diese  Werte w u r d e n  
du rch  l ineare  Regress ion  berechnet .  Ftir  das L u n g e n h o m o g e n a t  in Abbil-  
d u n g  4a und  b ist Vma x = 0,89.10 .3 Mol/1. rain und  K m =  2,1- 10 -~ Mol/1 �9 rain. 

Die Regress ionskoef f i z ien ten  l iegen bei den  vor l i egenden  M e s s u n g e n  
zwischen  0,56 und  0,97. Das erkl~rt  s ich aus der  S t r euung  der  MeBwerte  
(siehe un t e r  MeBgenauigkeit) .  Der  Ver l au f  der  K u r v e n  k o m m t  d e m  einer  
Michae l i s -Kine t ik  nahe.  

Eigenschaf ten  der G e w e b e h o m o g e n a t e  

In  e in igen V e r s u c h e n  w u r d e n  h e m m e n d e  und  f6 rde rnde  Einflfisse auf  
L e b e r h o m o g e n a t  untersucht .  Dabei  e rgab  sieh, daJ3 Glye in  in Konzen-  
t r a t i onen  bis 10-2Mol/1 ke ine  H e m m w i r k u n g  auf  die Reak t ion  hat. 
Zwe iwer t ige  MetaUionen k 6 n n e n  P e p t i d a s e n  beeinf lussen,  dahe r  w u r d e  
der  EinfluJ3 von  E D T A  als K o m p l e x b i l d n e r  gepriift .  Die Reak t ionsges -  
ehwind igke i t  ve r r inger t  sich un te r  3 .10 -3 Mol/1 E D T A  auf  30% des  
Ausgangswer t e s .  Die  Z u g a b e  yon  10 -3 Mol/1 Mangan  und  Z ink  als Sulfa te  
u n d  Koba l t  als Chlorid setzte die Vo herab,  besonde r s  deut l ieh  b e i m  Koba l t  
a u f  10 % der  Kontrol lakt ivi t~t .  Magnes iumsu l f a t  hat  ke ine  h e m m e n d e  
Wi rkung  au f  die Reakt ion.  Da die Zugabe  yon  M a g n e s i u m - E D T A  die 
Reak t i onsgeschwi nd i gke i t  n u t  u m  50 % reduziert ,  ist wahrsehe in l i ch  noeh  
ein wei te res  zweiwer t iges  Metal l ion bei der  Ka ta lyse  beteil igt ,  und  es 
akt iv ier t  die Reak t ion  noeh  s ta rker  als Magnes ium.  

U m  festzustel len,  ob n iedermoleku la re ,  hi tzestabi le  H e m m s t o f f e  der  
Reak t i on  im G e w e b e  v o r h a n d e n  sind, w u r d e n  Leber -  und  N i e r e n h o m o g e -  
na te  d u t c h  kurzes  A u f k o c h e n  enteiweiBt  und  die Uber s t~nde  a k t i v e m  
Hornogena t  zugesetzt .  Dabe i  k o n n t e  gegenf iber  e iner  Kont ro l le  ke in  
Un te r seh i ed  in der  Akt iv i ta t  ge funden  werden .  In  L e b e r h o m o g e n a t  
k o n n t e  n a e h g e w i e s e n  werden ,  dab  ein 1%ig im Ansatz  ffir 5 Minu ten  
inkub ie r t e s  G e w e b e  eine u m  e twa ein Viertel  h6here  Spa l tung  ka ta lys ie r t  
als ein 5%iges Gewebe ,  das eine Minute  i nkub ie r t  war.  Dies k6nn t e  ein 
H inwe i s  da r au f  sein, dab  G e w e b e  bei h6he ren  Konzen t r a t i onen  e inen 

~0 
mMo[ 
[,rain 

0 ,  

l I 
1 2 

g G e w e b e  
100  mI 

Abb. 5. Anfangsgeschwindigkeit als Funktion der Homogenatkonzentration in 
Leberhomogenat. Es wurde mit 7,5- 10 3 Mol/1 Dipeptid gemessen. 
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nicht  p ropor t iona len  Anst ieg  in der  Reak t ionsgeschwind igke i t  zeigen. Es 
k b n n t e  aber  auch  eine gewisse  La tenzphase  bei R e a k t i o n s b e g i n n  die 
Ur sache  des b e o b a c h t e t e n  P h ~ n o m e n s  sein, w e n n  n~mlich  das  inkub ie r t e  
G e w e b e  einige Zei t  ben6tigt ,  u m  die volle Reak t i onsgeschwind igke i t  zu 
er re ichen.  Eine  n icht  op t imale  D u r c h m i s c h u n g  zum Beispie l  k 6 n n t e  daf(ir 
ve ran twor t l i ch  sein. 

In  L e b e r g e w e b e ,  das zwischen 0,4 und  2% im Reak t ionsansa t z  bei  
g le icher  Dipep t idkonzen t ra t ion  inkubier t  wurde ,  zeigte sich eine ann~i- 
h e r n d e  Linear i t~t  des H o m o g e n a t k o n z e n t r a t i o n s - v o - Z u s a m m e n h a n g e s  
(Abb. 5). 

T r o t z d e m  soll te m a n  bei der  H o c h r e c h n u n g  der  vo-Werte fa r  eine Gewe-  
bekonzen t r a t i on  v o n  einigen Prozent  auf  das 100%ige G e w e b e  des Tieres  
an  die M6gl ichkei t  eines Einflusses  der G e w e b e k o n z e n t r a t i o n  denken .  

MelJgenauigkeit ,  Besonderhe i ten  der  B e s t i m m u n g e n  

Bei sechs  M e s s u n g e n  eines 3. l0 -3 Mol/1 Dipep t id  en tha l t enden  2%igen 
L e b e r h o m o g e n a t e s ,  das ffir drei Minuten inkub ie r t  wurde ,  e rgab  sich ein 
Mi t te lwer t  ffir DE yon  0,2828 Ext ink t ionse inhe i ten ,  eine S t anda rdab -  
w e i c h u n g  von  0,0102, ein Variat ionskoeff iz ient  von  0,0362 e n t s p r e c h e n d  
3,62 % bei  e inem Median  yon  0,2900 und  einer  S p a n n w e i t e  der  MeBwerte  
v o n  0,273 bis 0,295 Ext inkt ionse inhei ten .  

Bei  e iner  S e c h s f a c h b e s t i m m u n g  der  Vo bei 3 .10 -3 Mol/1 GLY-TYR im 
L e b e r h o m o g e n a t  e rgaben  sich ein Mit telwert  von  0,2184, ein Median  yon  
0,2110 �9 l0 -3 Mol/1.min und  eine S t anda rdabw e ichung  von  0,0362. l0 -3 Mol/ 
l- min.  De r  Var ia t ionskoeff iz ient  bet rug dami t  0,1658 e n t s p r e c h e n d  16,6 %. 
Die  S p a n n w e i t e  re ichte  von 0,1834 bis 0,2763. l0 -3 Mol/1. rain. 

Bei  der  Hydro lyse  von  hbheren  Anfangskonzen t r a t i onen  an GLY-TYR 
e n t s t a n d e n  im Reakt ionsansa tz  TYR-Konzen t r a t i onen  yon  bis zu 
l0 -2 Mol/1, die die angegebene  L6sl ichkei t  v o n  2,76. l0 -3 Mol/1 deut l ich 
f ibers teigen.  Diese  hohen  Konzent ra t ionen  k o n n t e n  mi t  e iner  ionenaus- 
t a u s c h c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  Methode  (Bio t ron ik-Aminos~ureana lysa tor )  
verif iz ier t  werden .  Es scheint  also so zu sein, dab  Tyrosin,  w e n n  es aus 
G L Y - T Y R  freigesetzt  wird, im Ansatz  mi t  G e w e b e  besse r  16slich ist. 

Die  H y d r o l y s e  des  GLY-TYR scheint  nach  den  B e f u n d e n  dieser  Unter-  
s u c h u n g  bere i t s  bei  einer Spa l tung  von  e twa  75 % beende t  zu sein. Dies 
s teh t  im  Wider sp ruch  zu der  Tatsache,  dab  das Gle ichgewich t  der  Hydrol -  
yse  y o n  P e p t i d b i n d u n g e n  welt  auf  der  Seite der  S p a l t p r o d u k t e  liegt. 
Alany lg lyc in  ist im Gle ichgewich tszus tand  zu 96,7 % hydro lys ie r t  (16). 
Vore rs t  g ib t  es ffir die Diskrepanz  noch  ke ine  schl(issige Erkl~rung.  

Ergebnisse 
Die Max ima lgeschwind igke i t en  w u r d e n  bisher  in der  Einhei t  Mol/1.min 

angegeben ,  denn  es handel t  sich u m  eine K o n z e n t r a t i o n s a n d e r u n g  in 
e iner  bes t imrn ten  Zeit.  Anschaul icher  ist es, die g e m e s s e n e n  Reak t ionsge -  
s chwind igke i t en  in den  1 ml  fassenden  Reak t ionsans~tzen  als Mengen~in- 
d e r u n g  in MoYmin anzugeben .  Die in dieser  Einhei t  a n g e g e b e n e  Vma• 
bez ieh t  sich au f  1 ml  inkubie r te  Flfissigkeit.  Da die H o m o g e n a t e  nach  
G e w i c h t s p r o z e n t e n  verdf innt  wurden ,  kann  m a n  diese Reak t ionsge-  
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200 - 

100 - 

org. Maximaigeschw, 
pMol -j- 
rain .g 

Leber Niere Lunge 
I I 

Muskel 'Blur' 

Abb. 6. Maximalgeschwindigkeiten der Hydrolyse yon GLY-TYR, bezogen auf 1 g 
Gewebe (organspezifisch). Fflr Leber und Niere sind die Standardabweichungen 
eingezeichnet. 

s chwind igke i t  au f  eine b e s t i m m t e  G e w e b e m a s s e  beziehen.  Z u m  Beispie l  
bei  2%igem H o m o g e n a t  enth/ilt 1 ml  20 m g  Gewebe .  So l~iBt sich au f  die 
Aktivit / i t  y o n  1 g G e w e b e  hochrechnen.  

Die  E rgebn i s se  der  Messungen  sollen der  Ober s i ch t  ha lber  tabe l la r i sch  
u n d  g raph i sch  w i ede rgegeben  werden.  In  Tabel le  1 f inden sich die Mittel- 
we r t e  und  S t anda rdabwe ichungen ,  ftir L u n g e n g e w e b e  (nur 2 Meltwerte)  
ohne  S t a n d a r d a b w e i c h u n g .  Die Aktivit~t  wird  in v e r s c h i e d e n e n  U m r e c h -  
n u n g e n  angegeben .  Organspezif ische Aktivit~it bedeu t e t  vmax/g Gewebe ,  
Gesamtorganak t iv i t / i t  Vmax/g Gewebe  mul t ip l iz ier t  m i t  der  G e s a m t m a s s e  
des  Organes .  Die Masse der  Musku la tu r  w u r d e  mi t  1/~ des  K6rpe rgewich t e s  
der  Rat te  gesch~tzt,  die von  Blut  mi t  6 % des Kbrpe rgewich te s .  Da  die 
Ver suchs t i e r e  un te rsch ied l iche  K6rpe rgewich t e  hat ten,  wurde  die Organ-  
aktivit / i t  du rch  das  Kbrpe rgewich t  dividier t  und  diese Gr6Be als re lat ive 
M a x i m a l g e s c h w i n d i g k e i t  angegeben.  Die Vmax w u r d e  auch  auf  1 m g  
G e w e b e p r o t e i n  bezogen.  

, reL Maximalgeschw, 
pMo[ 

min-g 

Leber Niere Lunge Musket 'Btut' 
Abb. 7. Maximalgeschwindigkeiten, bezogen auf den Anteil des Organes am Kbr- 
pergewicht (relativ). FOr Leber, Niere und Muskel sind die Standardabweichungen 
eingezeichnet. 
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I m  H o m o g e n a t  vom Rat tenherzen  wurde  bei einer einzelnen Messung  
eine spezifische Aktivit~t yon  8,6.10-6Mol/min oder  8,6 ~ I o l / m i n . g  
gemessen,  also etwa doppel t  so hoch  wie in der Muskulatur .  Km wurde  zu 
3,34" 10 .3 Molfl bes t immt,  der Prote ingehal t  lag bei 125 mg/ml und  die 
p ro te inbezogene  Vm~x bei 0,07 ~MoYmin. mg. Die Aktivit~it yon  P lasma  ist 
sehr gering, sie liegt unter  50 % der Vollblutaktivit~it. In Abb i ldung  6 sind 
die organspezi f ischen Maximalgeschwindigkei ten  im S~iulendiagramm 
wiedergegeben,  in Abbi ldung  7 die relativen Vmax. Die hSchste  Geschwin-  
digkei t  erreicht  die Hydro lyse  im Nierengewebe.  Das wird aus der  Funk-  
t ion der  Niere verst~indlich, denn  sie filtert kurzket t ige  Pept ide  in den 
Prim~irharn ab, aus dem sie dann  im Tubulusappara t  resorbiert  und  in 
F o r m  der freien Aminos~iuren in das Blut  abgegeben  werden  (17). Im 
Lebe rgewebe  sind hohe Aktivit~iten nachzuweisen.  Muskula tur  hat  eine 
ger ingere  Aktivit~it im Gramm.  A m  wenigs ten  Aktivit~t f indet sich im 
Vollblut. 

In  Abb i ldung  7 f inden sich die relativen Aktivit~iten aufgrund  des hShe- 
ren Gewichtsantei les  der Muskula tur  und  der Leber  am KSrpergewicht  
gleichmiiJSiger verteilt. Die Lunge  spielt wegen  ihrer ger ingen Masse keine 
so groJ3e Rolle. 

U m  die Aktivit~ten der  Spa l tung  yon  GLY-TYR vergleichen zu k6nnen,  
gibt  Tabelle 2 Ergebnisse  von  Neuh~iuser u. Mitarb. (9) fiber die Spa l tung  
des N-AC-TYR in Geweben  der Sprague-Dawley-Rat ten  an. 

In  Tabelle 3 sind die Aktivit~iten der GLY-TYR-Spal tung  in bezug auf  
den Prote ingehal t  der Homogenatt iberst~inde mit  den Ergebnissen  von  
Krzysik  und  Adibi  (11) verglichen. Die Versuchst iere  in dieser Arbei t  
waren  ebenfalls m~nnl iche Sprague-Dawley-Rat ten.  

Tab. 2. Vergleich der Werte ffir die GLY-TYR-Spaltung mit den Aktivit~ten der N- 
AC-Spaltung nach Neuh~user und Mitarbeiter. 

Organ Vm,x (spezifisch) Km 
p2Viol/min �9 g 10 -3 Mol/1 

N-AC-TYR GLY-TYR N-AC-TYR GLY-TYR 

Leber 0,4 23 0,36 1,5 
Niere 4,4 256 0,36 4,4 
Muske] nicht mefSbar 4 nicht me/3bar 2,1 

Tab. 3. Vergleich der Aktivitat der GLY-TYR-Spaltung mit den Ergebnissen ffir 
Glycylglycin (GLY-GLY) und Glycyl-L-Leucin (GLY-LEU) nach Krzysik. 

Organ Vm,x pro mg Protein Km 
~tMoYmin. mg .10 -3 Mol/1 

GLY-TYR GLY-GLY GLY-LEU GLY-TYR GLY-GLY GLY-LEU 
Leber 0,17 1,01 4,40 1,5 6,56 14,10 
Niere 3,95 6,94 18,79 4,4 4,99 5,23 
Muskel 0,07 0,16 0,41 2,1 2,96 11,89 
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D i s k u s s i o n  

Die U n t e r s u c h u n g  zeigt, dab sich Pept idaseakt iv i t~ten  in G ew eb en  mit  
der  Ninhydr in reak t ion  messen  lassen. Es ist al lerdings wichtig, dab 
b e s t imm te  Versuchsbed ingungen  eingehal ten werden,  dami t  solche Mes- 
sungen  nicht  zu Fehl in te rpre ta t ionen  ffihren. Sie sind ausffihrl ich darge- 
stellt  worden .  Ein Versuch,  die Aktivit~t der  Spa l tung  von  GLY-TYR 
einer  be s t imm ten  Pept idase  zuzuordnen und  dieses Enzym zu charakter i -  
sieren,  ist bewuBt  nicht  gemacht  worden.  

Die Ergebnisse  zeigen, dab die Spal tung von GLY-TYR in zahlre ichen 
G e w e b e n  mSglich ist, wobei  die Niere eine besonders  hohe  Aktivit~t 
aufweist .  Zieht  man  allerdings das Organgewicht  in Bet rach t  und  berech-  
ne t  den  gesamten  Umsatz,  der  in einem Organ m6glich ist, so haben  auBer 
den  Nieren  auch  die Muskula tur  und die Leber  e inen beacht l ichen  Anteil  
an der  Dipept idspal tung.  Die Lunge  als sehr  s toffwechselakt ives  Organ 
hat  eine der  L e b e r  vergle ichbare  organspezifische Vma• aber  sie besitzt  ein 
ger inges Gesamtgewicht .  Zu bedenken  ist jedoch,  dab die Lunge  vom 
gesamten  H e r z m i n u t e n v o l u m e n  durchs t rSmt  wird und  venSs zugeffihrte  
Subs t anzen  vor  der  Passage anderer  Organe zun~ichst den  kle inen Kreis- 
l auf  erreichen.  

Diese Befunde  machen  die in vivo (8) ge fundene  gute  Verwer tbarke i t  
von  Tyros in  aus GLY-TYR bei intraven6ser  Zufuhr  verst~indlich. Aus 
d iesen  Daten  k 6 n n e n  quanti tat ive Angaben fiber die G esam tv e rw er tu n g  
bei der  in t raven6sen  Infusion nicht ohne wei teres  g em ach t  werden,  weil 
m a n  dazu die Verte i lung des Substrates im Organismus  und  die intrazellu- 
l~iren Konzen t ra t ionen  kennen  mfiBte. Aus dem Konzent ra t ionsgradien-  
ten  fiber die Ze l lmembran  und der e r rechne ten  Spal tungsgeschwindig-  
kei t  w~ire es m6glich,  den Transpor t  fiber diese M e m b r a n  zu bes t immen.  

Im Vergleich der  Hydrolyseaktivit~iten der G ew eb e  mit  anderen  Dipep- 
t iden  f~illt auf, dab vor  allem bei der Maximalgeschwindigke i t  deut l iche  
Un te r sch iede  zwischen den Subs t ra ten  vo rh an d en  sind. Auch  bei den 
sche inbaren  Michael is-Konstanten bes tehen  Differenzen zwischen GLY- 
TYR, Glycylglycin  und  Glycylleucin,  die eine un te rsch ied l iche  Affinit~t 
der  Subs t ra te  zum Enzymsys tem anzeigen. Das kann  yon  B e d e u t u n g  sein, 
w e n n  m a n  m e hre r e  Dipept ide  auf  einmal anbie ten  will. 

Im Vergleich mit  den Ergebnissen ffir das N-AC-TYR fallen die niedri- 
ge ren  Maximalgeschwindigke i ten  der Deace ty l ie rung  auf. Vor allem die 
Niere  ist an der  Spal tung des N-AC-TYR beteiligt,  die Muskula tu r  fiber- 
ha up t  nicht.  Die um etwa eine Gr6Benordnung  kleinere  sche inbare  Km 
zeigt eine h6here  Affinit~t des N-AC-TYR zu seinem E n z y m s y s t e m  an. 
Dami t  kann  schon bei niedrigen Konzen t ra t ionen  eine aus re ichende  Spal- 
tung  stat t f inden.  Die niedrigere scheinbare  Km kann  einen G ru n d  daffir 
darstel len,  daB im Urin ein niedrigerer  Anteil der  infundier ten  Subs tanz  
als be im GLY-TYR ausgeschieden wird. 

Die ubiqui t~re  Verwer tbarkei t  des Pep t ides  GLY-TYR kann  bei par- 
en te ra le r  Gabe  durchaus  ein Vorteil  gegen~iber d em  N-AC-TYR sein, 
w e n n  im Falle eines niereninsuff iz ienten Pa t ien ten  der  Anteil  dieses Orga- 
nes  an der  Spa l tung  ausf~llt. 

Die prakt i sche  B e d e u t u n g  der  hier beschr iebenen  Messung y o n  Dipep- 
t idase-Aktivi ta ten bes teh t  darin, daB der  Vergleich yon  Aktivit~iten in 
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t i e r i s c h e n  u n d  m e n s c h l i c h e n  G e w e b e n  e i n e  A u s s a g e  d a r t i b e r  zulfiBt, ob  
E r g e b n i s s e ,  d i e  i m  I n f u s i o n s v e r s u c h  a n  V e r s u c h s t i e r e n  e r h a l t e n  w e r d e n ,  
a u f  d e n  M e n s c h e n  t i b e r t r a g b a r  s i n d  o d e r  n i ch t .  
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