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1. EINLEITUNG

Glucose wird im tierischen Organismus zum gréBten Teil lber
den Weg der Glykolyse abgebaut. Eine wichtige Alternative zu
diesem Stoffwechselweg ist der Pentosephosphat-Cyclus. Als
ersten Schritt dieses Cyclus katalysiert die Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase (G-6-P-DH) die reversible(17) oxida-
tion von D-Glucose-6-phosphat (G-6-P) zu D-Glucono-6-Lakton-6-
Phosphat, welches dann spontan oder mittels einer Laktonase in
6-Phosphogluconat tbergeht. Bei der Dehydrierung fungiert Ni-
cotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP) als Wasserstoff-

acceptor.

NADP NADPH2
] | S -
H—?-OH 9=O ?OO
H-?—OH H-E—OH + H20 H—Q—OH
HO-(E-H 0 HO—(II-H 0 —— HO-(IZ—H
H-?-OH H—?—OH H-?-OH
H-C — G-6-P-DH H-C ~—rd H-C-OH
! 2- I 2- i 2-
HZ—C-O--PO3 HZ—C—O—PO3 HZ-C-O-PO3
G-6-P Glucono- 6-Phospho-
Lakton- gluconat
6-Phosphat

Abb. 1: Die ersten Schritte des Pentosephosphat-Cyclus

Das 6-Phosphogluconat wird durch die 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase, wiederum mittels NADP, in das labile 3-Keto-6-
Phosphogluconat tberfihrt, welches seinerseits unter Decarbo-
xylierung spontan in D-Ribulose-5-phosphat iUbergeht. Die
Hauptbedeutung dieses oxidativen Teils des Pentosephosphat-
Cyclus liegt in der Bereitstellung von NADPH-, welches als Co-
faktor fir reduzierende (Biosynthese von Fettsduren, Steroi-

den) und oxidative Prozesse (Oxigenasen) benotigt wird.



Wenn im menschlichen Blut G-6-P-DH nicht ausreichend oder in
abartigen Varianten vorhanden ist, so ergibt sich ein typi-
sches Krankheitsbild. Es handelt sich mit mehr als 100 Millio-
nen Gentragern um eine der haufigsten Erbkrankheiten. Daher
sind G-6-P-DH-Varianten Gegenstand intensiver Forschung. Sie
werden hdaufig nach dem Ort ihres ersten Auftretens benannt,
zum Beispiel G-6-P-DH Bielefeld(13), G-6-P-DH Hamburg(14) .

Das Krankheitsbild des G-6-P-DH-Mangels unterstreicht die Be-
deutung dieses Enzyms: Eine niedrige Enzymaktivitdt in den E-
rythrozyten, Leukozyten oder Thrombozyten bedingt einen Mangel
an NADPH-, wodurch die Glutathionreduktion nicht in ausrei-
chendem MaBe ablaufen kann. Durch den Mangel an reduziertem
Glutathion sind essentielle SH-Gruppen nicht mehr ausreichend
gegen Oxidationsprozesse geschiitzt. Das Hamoglobin wird daher
nach Einnahme von zahlreichen Medikamenten, die Radikale bil-
den, zu Heinzschen InnenkOrpern denaturiert. Die Erythrozyten
16sen sich auf oder werden im Retikulohistiozytdren System se-
questriert. Die Folgen sind schwere hamolytische Krisen mit
MilzvergrdBerung, eine schnell einsetzende Anadmie mit zahlrei-
chen Innenkdrpern in den Erythrozyten, Subikterus und in

schweren Fallen auch ein Nierenschocksyndronrom(31132).

Warburg und Christian entdeckten die G-6-P-DH zuerst in Pfer-

deerythrozyten(33r34) und spater in anderen Materialien, unter
anderem in Bierhefe(36) ., Sie waren es auch, die erkannten, daB
NADP fiir die Reaktion notwendig ist (35,36) und daB diese "dia-
lysierbare, hitzestabile Cozymase" in ihrer oxidierten und re-
duzierten Form unterschiedliche Absorptionsspektren aufweisen.
Diese Tatsache ist Grundlage fir den heute fast universell an-

gewendeten "optischen Test" (30) |

Erst 1961 wurde G-6-P-DH von Noltmann in homogener Form aus
Bierhefe isoliert(24) . Inzwischen ist das Enzym aus zahlrei-
chen Tiergeweben und Mikroorganismen gewonnen worden. 1973
verdffentlichten Chilla und Mitarbeiter ein Verfahren zur An-
reicherung der G-6-P-DH aus Candida utilis, das in guter Aus-
beute einfach und schnell zur Enzymkonzentrierung und -
kristallisation fithrt (7).



Wie verschiedene andere Enzyme ist G-6-P-DH in einer Quartar-
struktur organisiert, das heilt es treten mehrere Untereinhei-
ten zu einer Funktionseinheit zusammen. In den meisten rein
dargestellten G-6-P-DH Praparaten wurden identische Unterein-
heiten gefunden(20). Domagk, Chilla und Doering fanden Jjedoch
in der G-6-P-DH aus Candida utilis zwei Untereinheit-Typen,

die sich eindeutig in ihrem Molekulargewicht unterschieden (8) .

Ziel dieser Arbeit ist es, dieses aus der Reihe fallende Er-

gebnis genauer zu untersuchen.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Benutzte Reagenzien

Acrylamid
ADP-Sepharose

Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
Chymotrypsinogen A
CM-Sephadex

Coomassie Blue
DEAE-Sephadex A-50

Dimethylsulfoxid

2,5 Diphenyloxazol

Polin Cioalteus Phenolreagenz
Gel Blue A Matrex
Glucose-6-Phosphat

Glycerin

Glycin
3H Borhydrid

Kaliumnatriumtartrat
Malonat

2-Mercaptoathanol
N,N1-Methylen-bis-acrylamid
Natriumduodecylsulfat (=SDS)
Nicotinamidadenindi-
nucleotidphosphat
p-Nitroblautetrazolimchlorid
Ovalbumin
Phenazinmethosulfat
Phospho-Zellulose
Protaminsulfat
Pyridoxal-5-Phosphat

Rinderserumalbumin

Serva, Heidelberg

Pharmacia, Uppsala,
Schweden
Darmstadt

Darmstadt

Merck,
Merck,
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Uppsala,
Schweden

Bayer, Leverkusen
Pharmacia, Uppsala,
Schweden

Darmstadt
Darmstadt

Darmstadt

Merck,
Merck,
Merck,
USA

Amicon, Massachusets,

Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

Mann Research Laborato-
ries, New York, USA
Buchler-Amersham, Braun-
schweig

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Schuchardt, Minchen
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma, St. Louis, USA

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Behring, Marburg



Rontgenfilm Curix,

RP1 Gevat, Polyester Base
N,N,N',N' Tetramethyl-
dthylendiamin
Tridthanolamin

Tris (-hydroxymathyl) -
aminomethan

Toryla Hefe YCU 566-7440

Afga Gevaert

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, St. Louis, USA



2.2. Verwendete Gerate

Photometer

Beckmann Spektralphotometer, Modell 24;

Beckmann, Munchen

Eppendorf Filterphotometer mit temperiertem Kivettenhal-
ter und Kompensationsschreiber;

Netheler und Hinz GmbH, Hamburg

Isco UA5 Absorbance Monitor;

Isco, Lincoln, Nebraska, USA

Zentrifugen

Laborzentrifuge UJ2, Zeta 20;
Christ, Osterode/Harz

Sorvall Superspeed Centrifuge SS1;

Sorvall, Newton, Connecticut, USA

Fraktionssammler

Minirac 17.000;

CKB, Bromma, Schweden

Knick Digital pH-Meter;

Knick, Berlin

PHM 62 Radiometer;

PHM, Kopenhagen, Danemark

Elektrophorese

Aldophor Plattenelektrophorese;
Schutt, Goéttingen

LKB 2103 Power supply;



CKB, Bromma Schweden

2.3. Methoden

2.3.1. Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Aktivitat der G-6-P-DH wurde mittels des optischen
Tests bestimmt. Wie schon einleitend erwahnt, geht er auf
Otto Warburg zurilick. Der Test macht sich zunutze, daB
NADPH ein Absorptionsmaximum bei 340 nm hat, wahrend die
oxidierte Form, namlich NADP, keine Absorption zwischen

300 und 400 nm zeigt.

In dieser Arbeit wurde bei 366 nm gemessen. Fir die Be-
rechnungen wurde ein Extinktionskoeffizient von 3,4 x 103
mol~1l cm—1 eingesetzt(4). Eine G-6-P-DH-Einheit (= 1 U)
ist nach internationaler Ubereinkunft als diejenige Akti-
vitat festgesetzt, die 1 pymol G-6-P in 1 min unter Stan-
dardbedingungen umsetzt. Aus stdchiometrischen Erwadgungen
ist offensichtlich, daB pro umol G-6-P, das umgesetzt
wird, 1 umol NADPH2 anfallt.

Die Extinktionsdnderung als MaB fiur das anfallende NADPH»
wurde in einer 1 ml-Kivette mit 1 cm Schichtdicke mittels
Photometer und Schreiber ermittelt. Die Kivette enthielt
1 ml G-6-P-DH Standardgemisch mit einer Temperatur von
25°C bestehend aus:

0,95 ml 0,1 M TEA-Puffer, pH 7,6/10 mM Mg C12
0,02 ml 20 mM NADP
0,03 ml 20 mM G-6-P

Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe des Enzyms.



Die Aktivitat bei den Hemmversuchen wurde analog ermit-

telt:

Hochgereinigte G-6-P-DH wurde mit verschiedenen Mengen 20
mM G-6-P und 10 mM PALP versetzt und mit 0,1 M TEA-

Puffer, pH 7,6/10 mM Mg C12 auf 0,98 ml aufgefiillt und 10
min bei 25 C inkubiert. Hier wurde die Reaktion mit 20 nul
20 mM NADP gestartet und dann sofort anhand der Extinkti-

onsanderung bei einer Wellenladnge von 366 nm verfolgt.

2.3.2. Bestimmung des Proteins

2.3.2.1. Biuret-Methode

Biuret-Reagenz bildet mit Peptidbindungen einen Farbkom-
plex, dessen Extinktionsmaximum bei 546 nm liegt (Beisen-
herz et al.(3))

Die Proteinproben wurden auf 1 ml mit Hp0 aufgefullt.
Nach Zugabe von 0,15 ml 50 % Trichloressigsdure fallt das
Protein aus. Es wurde bei 2.000 x g abzentrifugiert. Der
Niederschlag wurde in 5 ml Biuret-Reagenz geldst und 10
min bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wurde die
Extinktion gemessen und diese mittels Eichkurve auf die

Proteinmenge bezogen.
Biuret-Reagenz:

9 g Kaliumnatriumtartrat, 3 g Kupfersulfat und 5 g Kali-
um-jodid werden nacheinander in 1.000 ml 0,2 M Natronlau-

ge geldst. Das Reagenz ist lichtempfindlich.



2.3.2.2. Lowry-Methode

Diese empfindliche Methode der Proteinbestimmung geht auf
Lowry zuriick (22) | Der Proteinniederschlag wird wie bei
der Biuret-Methode gewonnen. Diesem Prazipitat wurden 5

ml der folgenden frisch angesetzten Losung hinzugegeben:

3 % Naz2C03 in 0,1 M NaOH 100 ml
2 % K-Na-Tartat 2 ml
1 $ CuS0Og4 x 5H»O0 2 ml

Nach Schiitteln wurden die Proben 10 min bei Zimmertempe-
ratur stehen gelassen und dann mit 0,15 ml Folin-
Cioalteus—-Reagenz versetzt. Nach 20 min Inkubation bei 20
C wurde die Extinktion bei 546 nm und 1 cm Schichtdicke
abgelesen. Der Proteingehalt wurde wiederum mittels einer

Eichkurve berechnet.

2.3.2.3. UV-Messung

Es wurden die Extinktionen bei 1 cm Schichtdicke und 260
bzw. 280 nm gemessen. Mittels eines Nomogramms, das auf
Warburg und Christian (35) zuriickgeht, wurde der Protein-

gehalt bestimmt.

2.3.3. Enzympraparation

2.3.3.1. Erste Methode (siehe 3.1.1.)



2.3.3.1.1. Herstellung des Lebedev-Saftes

Ausgangsmaterial war ein Handelspraparat getrockneter
Candida utilis. 250 g dieser Hefe wurden mit 1.250 ml 50
mM Tris HCl-Puffer pH 7,5 bei 37°C autolysiert. Nach 4
Stunden wurde die Suspension 25 min lang bei 15.000 x g
zentrifugiert. Der Oberstand bildet den Lebedev-Saft.
Rihrt man das Prazipitat noch einmal mit dem Tris-Puffer
auf und zentrifugiert ein zweites Mal, so 1laBt sich die

o)

Ausbeute um etwa 10 % steigern.

2.3.3.1.2. Entfernung der Nucleinsduren

Dem so gewonnenen Rohextrakt wurden 90 mg Protaminsulfat
pro 10g Hefe als 2 %-ige wassrige Losung tropfenweise un-
ter standigem Rihren zugesetzt. Um die vollstandige Aus-
fallung der Nucleinsduren zu gewahrleisten, wurde der
Rohextrakt mit dem Protaminsulfat 5 min im Eisbad belas-
sen. AnschlieBend wurde 30 min bei 15.000 x g zentrifu-

giert und der Niederschlag verworfen.

2.3.3.1.3. Chromatographie an Phospho-Zellulose

Phospho-Zellulose wurde mit 0,25 M Na-acetat, pH 6,3, ge-
waschen. 600 ml der feuchten Phospho-Zellulose wurden mit
dem Uberstand aus dem Protaminsulfat-Schritt versetzt und
Uber Nacht langsam bei 4 C geriihrt. Um eine gute Adsorp-
tion zu erreichen, war der Uberstand auf pH 6,2 einge-
stellt worden. Gewaschen wurde auf einer Nutsche mit 0,25
M Na-acetat, pH 6,3, bis Epgp der Waschflissigkeit nied-
riger als 0,100 war. AnschlieBend wurde das Material in
eine Saule, 0 50 mm, gegossen und mit 0,2 M Ammoniumsul-
fat in 0,2 M KPOy4, pH 6,5 fraktioniert eluiert. Die G-6-

P-DH enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt.

2.3.3.1.4. Ammoniumsulfat-Fallung

Das Eluat der Phospho-Zellulose wurde durch langsame Zu-
gabe von Ammoniumsulfat unter stidndigem Rithren bei 4°C
auf eine Sattigung von 75 % gebracht. Dann wurde 40 min
bei 15.000 x g zentrifugiert. Das Prazipitat wurde in 10
mM Malonat, pH 6,0, geldst und anschlieBend gegen densel-

ben Puffer dialysiert.



2.3.3.1.5. Chromatographie an CM-Sephadex

Das Dialysat wurde auf eine CM-Sephadex-Sdule (5 x 30 cm)
aufgetragen und mit 10 mM Malonat, pH 6,0, gewaschen, bis
Epogp unter 0,015 abgesunken war. Das Photometer war gegen
den Malonatpuffer geeicht worden. Die fraktionierte Elu-
tion erfolgte mittels eines linearen NaCl-Gradienten von
0 bis 0,5 M im oben beschriebenen Malonatpuffer. Die ak-
tiven Fraktionen wurden vereinigt und mit 50 mM Tris HCI,

pH 7,5, auf 1 1 verdinnt.

2.3.3.1.6. Affinitatschromatograghie an ADP-Sepharose

Das verdinnte Eluat vom CM-Sephadex wurde auf eine ADP-
Sepharose-Saule (0,9 x 10 cm) gezogen und anschlieBend
mit 2 Bettvolumen 50 mM Tris HC1l, pH 7,5, gewaschen. Elu-
iert wurde mit 0,4 mM NADP im Tris HCl-Puffer, pH 7,5.

2.3.3.2. Zweite Methode (siehe 3.1.2.)

Es wurde wie in 2.3.3.1.1. vorgegangen. Lediglich der
Puffer wurde dem Blue-Gel angepalt. Das heilt, es wurde
20 mM Tris HC1l, pH 6,4, verwendet.

2.3.3.2.2. Entfernung der Nucleinsduren

siehe 2.3.3.1.2.

2.3.3.2.3. Affinitatschromatographie an Blue-Gel

Der von Nucleinsduren befreite Rohextrakt wurde auf eine
Blue-Gel-Saule (1,5 x 10 cm) gegeben. Die Sdule wurde mit
20 mM Tris HC1l, pH 6,4, / 0,5 M NaCl gewaschen. Die Elu-
tion erfolgte mit 1,2 M NaCl im gleichen Puffer.

2.3.3.2.4. Affinitatschromatographie an ADP-Sepharose

Das Eluat des Blue-Gels wurde durch Dialyse auf 0,1 M
Tris HCl-Puffer, pH 7,6, eingestellt und dann auf die
ADP-Sepharose-Saule (0,9 x 10 cm) gegeben. Eluiert wurde
mit 0,4 mM NADP in 0,1 M Tris HC1, pH 7,6.



2.3.4. Polyacrylamid-Elektrophorese

Die Elektrophoresen wurden grundsatzlich als Plattene-
lektrophoresen durchgefiilhrt. Das eigentliche Trenngel
wurde mit einem Sammelgel, das sich in pH und Dichte vom
Trenngel unterscheidet, ilberschichtet. In vorgeformte

Aussparungen dieses Sammelgels wurden die Proteinproben

gegeben.

Trenngel:

1) 1,4 M Tris HC1, pH 8,9 7,5 ml

2) 30 % Acrylamid, 7,5 ml
0,8 % N,N1 Methylenbisacrylamid

3) Wasser 15 ml

4) Tetramethylathylendiamin 40 nl

5) 5 % Ammoniumpersulfat 0,4 ml

Sammelgel:

1) 1,2 M Tris HC1, pH 6,7 0,5 ml

2) 30 % Acrylamid, 1 ml
0,8 % N,N' Methylenbisacrylamid

3) Wasser 8 ml

4) Tetramethyladthylendiamin 10 ul

5) 5 % Ammoniumpersulfat 0,2 ml

Laufpuffer:

30 mM Tris/190 mM Glycin pH 8,55

Proteinproben:

Proteinldsung in Wasser 60 pl
25 mM Tris HC1l, pH 6,8/0,54 M Glycerin 20 ul
0,04 % Bromphenolblau 5 pnl

Die Auftragungsmenge dieser Proben - bis zu 40 pl sind
moglich richtet sich wie das Proteinldsung-Wasser Ver-
haltnis nach der Proteinkonzentration der zu untersuchen-
den L&6sung. Es wurden, Jje nach Anzahl der erwarteten Ban-

den, 5 bis 20 pg Protein eingesetzt.



Die durch einen U-formig eingelegten Siliconschlauch ab-
gedichtete Gelkammer der Elektrophorese-Apparatur wurde
bis auf circa 2 cm unterhalb des Randes mit Trenngel ge-
ftillt. Nach Ablauf der Polymerisation wurde mit Sammelgel
Uberschichtet. In dieses Sammelgel wurde ein Kamm ge-
steckt, der die Aussparungen formt. Nach Verfestigung des
gesamten Gels wurde der Dichtungsschlauch entfernt, der
Kamm gezogen und die Pufferbehdlter mit dem Laufpuffer so
gefillt, daB sich zwischen Gel und Puffer keine Blasen
bildeten. AnschlieRend wurden die Proben aufgetragen und
die Elektrophorese gestartet. Beil einer Stromstarke von

30 mA dauerte die Elektrophorese 2 1/2 Stunden.

Nach Entnahme der Gelplatte wurde eine Protein- oder G-6-

P-DH-Aktivitats-Farbung durchgefihrt.

Losung zur Proteinfarbung:

Trichloressigsaure 6 g
Eisessig 7 ml
Methanol 20 ml
Wasser 70 ml
1 1 Coomassie Blue 3 ml

Nach 1 1/2-stiindiger Farbung wurde mit folgendem Gemisch

entfarbt:

Entfarbeldsung:

Eisessig 250 ml
Methanol 1.500 ml
Wasser 3.500 ml

Die Aktivitatsfarbung wurde mit folgender L&sung, frisch

angesetzt, durchgefuhrt:



0,1 M TEA-Puffer, pH 7,6/0,01 M MgCl2 0,7 ml
0,02 M G-6-P 0,3 ml
0,02 M NADP 0,05 ml
Nitroblautetrazoliumchlorid (10 mg/ml) 0,05 ml
Phenazinmethosulfat (5 mg/ml) 0,005 ml

Die Ldésung hat eine Temperatur von 30°C.

Die nach der einen oder anderen Methode gefarbten Gele
wurden entweder in 7 \ Essigsdure aufgehoben oder bei
100°C und Wasserstrahlpumpenvakuum auf Papier vdllig ent-
wassert, wobei sich farbechte Dokumente in OriginalgrdBe

ergeben.

2.3.5. SDS-Elektrophorese

Die hier angewendete Methode der SDS-Elektrophorese geht
im

f 37") wesentlichen auf Weber und Osborn (37) zurick.

Die Tris HCl-Puffer von Trenn- und Sammelgel wurden mit
0,4 \ SDS angesetzt. Ansonsten erfolgte die Herstellung
der Gele wie in 3.3.4. beschrieben. Der Laufpuffer wurde

dahingehend variiert, daB 0,1 1 SDS und 1 \ Mercaptoatha-

nol hinzugefiigt wurden.

Das Protein wurdemit dem SDS wie folgt inkubiert:

Wasser 900 ul
5 % SDS 100 pl
2-Mercaptoathanol 10 ul
Proteinldsung 100 nl

Inkubation: 20 min bei 95 °C.

Dieser Ansatz wurde folgendermaBen filir die Elektrophorese

vorbereitet:
SDS-Proteinldsung 200 pl
25 mM Tris HC1l, pH 6,8/0,54 M Glycerin/1l % SDS

60 nl
0,04 % Bromphenolblau 15 nl



Die Elektrophorese-Apparatur wurde,wie schon beschrieben,
mit Gel und SDS-haltigem Puffer beschickt. Nach Auftra-
gung der Proben wurde die Elektrophorese 2 1/2 Stunden
bei 30 mA durchgefihrt.

Proteinfarbung und Trocknung des Gels erfolgten wie be-

schrieben.

2.3.6. Radiocaktive Markierung der G-6-P-DH

2,3 mg des nach Chilla isolierten Enzyms, das sind bei
einem Molekulargewicht von 110.000 etwa 0,02 u Mol, wur-
den mit 2 p Mol PALP und 2 p Mol 3H Borhydrid versetzt.
Die entstandene L&6sung hatte ein Volumen von 600 ul. Sie
wurde der schon beschriebenen SDS-Elektrophorese unterzo-

gen.

Die im folgenden beschriebene Methode der Autoradiogra-

phie geht auf Bonner und Laskey zurick(b5) :

Das gefarbte oder ungefarbte Gel wird durch zweimalige
30-minltitige Inkubation im 20-fachen seines Volumens an

Dimethylsulfoxid vom Wasser befreit.

AnschlieBRend wird das Gel fir 3 Stunden in 4 Volumen von

20 % 2,5-Diphenyloxazol in Dimethylsulfoxid inkubiert.

Das so behandelte Gel wird dann fir 1 Stunde in 20 Volu-
men Wasser gebracht. Wodurch das Diphenyloxazol in sich

prazipitiert.

Die sich anschlieBende Trocknung in Vakuum erfolgt wie

beschrieben.

Das getrocknete Gel wird bei einer Temperatur von -70°C
12 Tage lang in engem Kontakt mit einem R&ntgenfilm gela-

gert. Die Entwicklung des Films dauert 7 Minuten.



3. ERGEBNISSE

3.1. Isolierung der G-6-P-DH

Bei Beginn der Arbeit, im Jahre 1978, erfolgte die Iso-

lierung des Enzyms weitgehend nach der Methode von Chilla
und Mitarbeitern (7). Durch die Einfihrung der Affinitats-
Chromatographie an Blue-Gel wurde dann ein Verfahren ge-

funden, das schneller zum hochgereinigten Enzym fihrt.

3.1.1. Isolierung der G-6-P-DH nach Chilla modifiziert

Getrocknete Candida utilis wurde mit hypotonischem Puffer
nach Lebedev (19) autolysiert. Der Uberstand nach Zentri-

fugation bildet den Rohextrakt.

Durch Zugabe von Protaminsulfat fallen die Nuclein-Sauren

aus und lassen sich abzentrifugieren.

Phospho-Zellulose fungiert als Ionenaustauscher. Die Ab-
hangigkeit der elektrischen Ladung des Enzymproteins wvon

dem pH wird hier ausgenutzt.

Die Fallung des Enzyms mit Ammoniumsulfat hat zum einen
den Vorteil der Volumeneinengung. Andererseits 1laBt sich
durch Festlegung der Ammoniumsulfat-Konzentration die
hier untersuchte G-6-P-DH Variante AS75 von der Variante

AS95 trennen (9) .

Durch Chromatographie an CM-Sephadex wurde eine weitere

Anreicherung des Enzyms erreicht.

Die Affinitatschromatographie an ADP-Sepharose stellt die
wesentlichste Abweichung von Chillas Methode dar. Dieses
Verfahren, zuerst beschrieben von Brodelius, Larsson und
Mosbach (6) ist sehr effizient, da es die Affinitat der G-
6-P-DH zu NADP ausnutzt. Proteine, die keine solche Affi-

nitat aufweisen, werden nicht gebunden.



Die hier beschriebene Isolation fihrte zum elektrophore-
tisch reinem, kristallisierbarem Enzym. Das beste Resul-

tat von mehreren Praparationen war eine Ausbeute von 88%.

Unter dem Mikroskop zeigten sich nadelfdrmige Kristalle,
wie sie schon Chilla und Mitarbeiter gesehen haben (7)
(Abb. 2).

Noltmann und Mitarbeiter haben demgegeniiber eine Doppel-
pyramidenform an ihrer aus Brauereihefe isolierten G-6-P-
DH beobachtet (24) | Julian und Mitarbeiter fanden bei der
Isolation von G-6-P-DH aus Rinderbrustdriisengewebe stab-

chenfdrmige Kristalle (18).
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Abb. 2: Kristallisierte G-6-P-DH
VergroBerung 1:1600

3.1.2. Isolierung mit zwei Affinitdtschromatographie-

Die Gewinnung des Rohextraktes und die Fallung der Nuc-

lein-Sauren erfolgte wie zuvor beschrieben.

Das so gewonnene Material wurde dann an Blue-Gel gebun-
den. Dieses Blue-Gel ist ein gruppenselektrives, auf Aga-

rose basierendes Affinitadtschromatographiemedium, das ei-



nen Triazinyl Farbstoff als Liganden benutzt. Diese Art
der Affinitatschromatographie wurde von Easterday be-
schrieben(11l) | Die Ausbeute an Enzymaktivitat lag nach

diesem Schritt bei 88 %.

AnschlieRBend erfolgte der ADP-Sepharose-Schritt, nachdem
das Eluat auf den entsprechenden Puffer umgestellt worden

o)

war. Nach diesem Schritt betrug die Ausbeute 84 %.

Hier wurden also zwei Affinitatschromatographie-Verfahren
miteinander gekoppelt. Diese Prozedur ist bedeutend kilir-
zer als die zuvor beschriebene. Das Produkt ist e-
lektrophoretisch rein und hat, wie noch gezeigt wird, an-

dere Eigenschaften als das nach herkommlicher Isolierung.

3.2. Untersuchung der Hemmbarkeit der G-6-P-DH durch

Pyridoxal-5-Phosphat

Pyridoxalphosphat (PALP) ist die Coenzymform des Vitamins
Bfi, das heiBt, es gehdrt in die Pyridoxingruppe. Es ist
das wesentlichste Coenzym des Aminosaurenstoffwechsels.
Bei allen der iber 25 Reaktionen, an denen PALP beteiligt
ist, liegt ein prinzipiell gleicher Reaktionsmechanismus
zugrunde: Zwischen der Aldehydfunktion des Coenzyms und
der Aminogruppe der Aminosaure bildet sich eine Schiff-
sche Base aus(27,28) | pie elektrophile Wirkung des Pyri-
dinstickstoffes fiihrt zu Elektronenverschiebungen und
schlieBlich zur Schwachung einzelner Bindungen am o-C-

Atom der Aminosdure.

DaR PALP in der Lage ist, verschiedene Enzyme zu hemmen,
zeigten 1966 Anderson et al.(2) zunichst an der Glutamat-

Dehydro-genase.

Domschke und Domagk fanden, daB von 15 untersuchten Enzy-
men des Kohlehydratstoffwechsels 13 durch PALP gehemmt
werden. Fir die G-6-P-DH beschrieben sie einen kompetiti-

ven Hemmungscharakter(lo).

In dieser Arbeit wird der Hemmungstyp noch einmal unter-

sucht.
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Abb.4: Dixon Diagramm

A 100 uyM G-6-P B 200 puM G-6-P
C 500 uM G-6-P D 100 uM G-6-P
E uM G-6-P
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Bei der Auftragung der reziproken Reaktionsgeschwindig-
keiten gegen die reziproken Substratkonzentrationen bei
variierten Hemmstoffkonzentrationen nach Lineweaver und
Burk (22) schneiden sich alle Geraden im 4. Quadranten
(Abb. 2). Die Enzymhemmung durch PALP hat also keinen
kompetitiven Charakter. Dem wiirde namlich ein Schnitt-

punkt auf der 1/v-Achse entsprechen.

Das vorliegende Hemmungsverhalten entspricht vielmehr ei-

ner

f 291 "linear mixed-type inhibition" (29) | In der iblichen
Henri-Michaelis-Menten Form lautet die Gleichung dieser

Kinetik:

Vo (S)
| I
e K 1+Q+(S)(1+—( )
K, aK;
Hierbei bedeuten:
v Geschwindigkeit der Reaktion
(S) Substratkonzentration (G-6-P)
(I) Inhibitorkonzentration (PALP)
Vimax Maximalgeschwindigkeit, das heilt die Ge-

schwindigkeit der Reaktion bei uneingeschrank-
tem Substratangebot bei Abwesenheit von Inhi-
bitor

E)(S
SZ&agsl Gleichgewichtskonstante fiir den Enzym-Substrat
Komplex. Sie ist ein MaBR fir die Affinitat des

Enzyms zum Substrat.

« - EXD)
(EN

Gleichgewichtskonstante flir den Enzym-
Inhibitor Komplex. Sie ist ein MaB fir die Af-

finitdt des Enzyms zum Inhibitor.

o ist der Faktor, um den sich K verandert, wenn
das Enzym bereits Inhibitor gebunden hat und
auch der Faktor, um den sich K. adndert, wenn
das Enzym bereits Substrat gebunden hat. Es
ist ein MaBR fir die GroBe des kompetitiven An-
teils der Hemmung.
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Die Konstanten wurden bestimmt als:

Vmax 1m Versuch der Abb.2+3: 0,375 (AAE3gg/min)

Kg = 2,01 x 1074M G-6-P (pH = 7,6)

K; = 2,94 x 1075M PALP
a = 4,71

Vmax und Kg konnen am Lineweaver-Burk Diagramm (1/v gegen

1/(8),

Abb. 2), Ki und oKj am Dixon Diagramm (1/v gegen (I),
Abb. 3) abgelesen werden.

Die Michaelis-Menten Konstante fur G-6-P (= Kg ) stimmt
groBenordnungsmalig lberein mit den Werten, die fir G-6-
P-DH aus unterschiedlichsten Quellen gefunden wurden. Als

Beispiel seien angefihrt:

Bacterium licheniformis Kg = 2 x 1074 mM(25)
Penicillium duponti Kg = 1,6 x 10-4 m(23)
Penicillium notatum Kg = 2,5 x 10-4 m(23)

In anderen Materialien findet sich allerdings G-6-P-DH
mit einer deutlich differenten Michaelis-Menten Konstan-
te. Sie liegt zum Beispiel bei der Bierhefe, die mit C.
utilis nadher verwandt ist als die oben angefithrten Orga-

nismen, um eine Zehnerpotenz hoher (15) |

Fir C. utilis wurde vorher ein Kgq von 2,3 X 1074 M und
2,7 x 1074 M gefunden(12r9).

Diesem "linear mixed-type" kdnnen nun mehrere Gleichge-

wichtsverhdaltnisse zugrunde liegen:

K k
E + Sgus=t ES—E + P

+ +

I
ﬂfi H;i
K

EI+ S ==2ESI
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Diese Hemmung unterscheidet sich also von der reinen kom-
petitiven Hemmung durch die Affinitat des Enzym-Inhibitor
Komplexes zum Substrat und die Affinitat des Enzym-
Substrat Komplexes zum Inhibitor. Diese Affinitdten sind
allerdings kleiner (ct>1) als die Affinitédten des freien
Enzyms, was diese Hemmung von der einfachen nichtkompeti-

tiven Hemmung unterscheidet.

Es gibt allerdings noch ein Gleichgewichtsverhdltnis, das

im Rahmen dieser Arbeit besonderes Interesse verdient:

IE
]I,Ki

I

+ K k

E + Se==2pES P ,F + P
+ +

I

I
'IlKi K, ]lK ;

E€+ S+==ESI
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Abb. 5: Schema zur Andeutung der Bindungsstellen von

Substrat und Inhibitor an das Enzym

Wie aus dem Schema ersichtlich, bindet sich hier der In-
hibitor an zwei verschiedene Stellen des Enzyms. Er wirkt
dann je nach Bindungsort einmal kompetitiv (als IE ange-
deutet) und einmal einfach nichtkompetitiv (als EI ange-
deutet). Es ergibt sich auch hier ein "mixed-type" mit
genau der gleichen mathematischen Funktion wie im erstbe-

schriebenen Gleichgewichtsverhédltnis.

3.3. Untersuchungen zur Struktur der G-6-P-DH

3.3.1. Elektrophorese in Polyacrylamidgel

Die Elektrophorese eignet sich zur Priufung von Proteinen
auf ihre Homogenitédt. Es wurde ein pH-Bereich fir das Gel
gewahlt, der hoher als der isoelektrische Punkt des Pro-
teinsliegt. Das bedingt, daB das Protein zur Anode wan-
dert. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist von mehreren Gro-
Ben abhangig, so zum Beispiel vom Dissoziationsgrad, Gro-
Be und Gestalt des wandernden Teilchens und vom pH-Wert,
Konzentration und Temperatur des Mediums. Unterschiedli-

che Wanderungsgeschwindigkeiten bedingen eine Trennung
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eines Proteingemisches in einzelne Banden. Ornstein (26),
Allen und Maurer (1) und Garden(16) gehen ausfihrlich auf

Theorie und Praxis der Elektrophorese ein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Elektrophore-
setechniken gema@B den unterschiedlichen Fragestellungen
ausgefiihrt. Die Elektrophorese in einfachem Polyacryla-
mid-Gel diente bei der Farbung mit Coomassie Blue zum

Nachweis der Homogenitadt des Enzympraparates.

Das Erscheinen nur einer Bande war das Kriterium fir eine

ausreichende Reinheit des Enzyms.

Bei Erscheinen mehrerer Banden 1laRt sich diejenige, die
G-6-P-DH darstellt, durch eine spezielle Aktivitatsfar-

bung kenntlich machen.

3.3.2. SDS-Elektrophorese

Das Detergens Natriumsduodecylsulfat (SDS) tritt mit sei-
nem aliphatischen Anteil in hydrophobe Wechselwirkung mit
Peptid-ketten. Die Sulfat-Gruppen sind nach auBlen gerich-
tet. Die dadurch bedingte Stdorung der Tertidrstruktur be-
dingt die Aufldsung der Quartarstruktur des behandelten
Proteins, das heiBt,die Untereinheiten werden voneinander
getrennt. Fihrt man mit so behandelten Proteinen eine E-
lektrophorese in SDS-haltigem Gel durch, so wandern die
Untereinheiten entsprechend ihrem Molekulargewicht unter-
schiedlich schnell. Tragt man die Wanderungsstrecke der
Proteine, bzw. derer Untereinheiten gegen den Logarithmus
ihres Molekulargewichtes auf, so ergibt sich eine Gerade.
Unbekannte Molekulargewichte lassen sich durch Auftragen

von Eichproteinen, deren Daten man kennt, bestimmen (37) .
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Abb. 6: SDS-Elektrophorese des nach Chilla préaparierten

Enzyms

I Rinder-Serumalbumin Molekulargewicht 68.000
IT Ovalbumin Molekulargewicht 45.000
IIT Chymotrypsinogen Molekulargewicht 25.700
E G-6-P-DH nach Chilla prapariert

S gekaufte G-6-P-DH (Sigma)

A+C starke Banden der G-6-P-DH

B schwache Bande der G-6-P-DH
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Abb. 7: SDS-Elektrophorese des mittels zweier Affini-
tadtschromatographie-Schritte praparierten Enzyms

I Rinder-Serumalbumin

II Ovalbumin

D G-6-P-DH



Zunachst wurde das Enzym, das mit der Methode von Chilla
(siehe 2.1.1.) isoliert worden war, mittels der SDS-
Elektro-phorese untersucht. Es ergaben sich, wie Domagk,
Chilla und Doering bereits beschrieben haben, zwei starke
Banden, die einem Molekulargewicht von 62.500 und 54.000
entsprechen. Bei genauer Betrachtung 1aBt sich jedoch ei-
ne schwache Bande zwischen den beiden starken erkennen,

deren Molekulargewicht sich zu 57.000 errechnet (Abb. 6).

Diese Beobachtung gewinnt an Interesse, wenn man das Er-
gebnis der SDS-Elektrophorese des Enzyms, das durch zwei
Affinitdtschromatographie-Schritte gewonnen wurde (siehe
2.1.2.), berlicksichtigt. Hier zeigt sich namlich nur eine
Bande, deren Lage ebenfalls dem Molekulargewicht von
57.000 entspricht (Abb. 7). Um auszuschlieBen, daR die
SDS-Behandlung des Protein etwa nicht ausreichend war,
wurden Zeit und Temperatur der Inkubation variiert. Au-
Berdem wurde Mercaptoathanol versuchsweise weggelassen.
Diese Variationen ergaben alle das gleiche Resultat einer

einzelnen Bande.

3.4. Radioaktive Markierung der G-6-P-DH

Die zweli Typen von Untereinheiten, die bei der SDS-
Elektrophorese gefunden wurden, wurden in Hinsicht auf
ihre Rolle bei der Hemmung der G-6-P-DH durch PALP genau-
er untersucht. Es stellte sich die Frage, ob PALP sich an
beide oder nur an eine der Untereinheiten bindet. Hierbei
wurde ausgenutzt, daB die sich ausbildende Schiffsche Ba-
se zwischen G-6-P-DH und PALP sich durch Borhydrid redu-
zieren 1laRt. Statt normalen Borhydrids wurde Tritium-
markiertes NaBH verwendet und so das Protein, das PALP

bindet, radioaktiv markiert.

Das so kovalent modifizierte Enzym wurde durch SDS-
Elektrophorese in seine Untereinheiten getrennt. Die
Gelplatte wurde dann mit einem Szintillator, einem Stoff,
der auf radioaktive Zerfalle mit Lichtblitzen reagiert,
behandelt. Diese Lichtblitze sind in der Lage, einen

Rontgenfilm zu schwdrzen (Autoradiographie).



Das Resultat war das Auftauchen zweier Banden etwa glei-
cher Schwédrzung. Jede der beiden Untereinheiten-Typen ist
also in der Lage, mit PALP eine Schiffsche Base zu bil-

den.

Abb. 8: Autoradiographie der SDS-Elektrophorese radioak-

tiv markierter G-6-P-DH



4. DISKUSSION

Die Entdeckung von Domagk, Chilla und Doering(8), daBl die
SDS-Elektrophorese der G-6-P-DH aus Candida utilis auf
zwel verschiedene Untereinheiten hinweist, steht mit den
Ergebnissen anderer Autoren in sofern in Widerspruch, als
daR diese bei G-6-P-DH-Praparation aus zahlreichen ande-
ren Materialien immer nur eine Art von Untereinheiten ge-
funden haben. Diese Tatsache veranlasst zu einer gewissen
Skepsis gegeniilber dem Postulat unterschiedlicher Unter-

einheiten.

Die Wiederholung der Versuche bestatigte zunédchst die
Entdeckung von Domagk und Mitarbeitern. Es ergaben sich
bei der SDS-Elektrophorese zwei deutlich voneinander ge-
trennte Banden. Dieses spricht fiir ein unterschiedliches
Molekulargewicht der Untereinheiten. Es wurde versucht,
weitere Unterschiede zwischen den beiden Proteinen zu

finden.

Nachdem sich herausgestellt hatte (siehe Seite 18), daB
die Hemmung der G-6-P-DH durch PALP keineswegs einen kom-
petitiven Charakter hat, sondern den SchluB auf zwei ver-
schiedene Bindungsstellen fir PALP offen 1laRt, lag es na-
he, zu untersuchen, ob beide Untereinheiten PALP binden.
Die radioaktive Markierung des Enzyms-PALP-Komplexes mit
tritium-markiertem Borhydrid und die Autoradiographie der
SDS-Elektrophorese der reduzierten Schiff-Basen bestatigt
eine Bindung des Hemmstoffes an beide Untereinheiten der
G-6-P-DH. Ein Unterschied liegt also in dieser Hinsicht
nicht vor. Es wurde versucht, eine Interpretation dieses
Ergebnisses im Schema der Abb. 5 (siehe Seite 23 ) zu ge-
ben. Die gestrichelte Linie deutet die Grenze zwischen

den Untereinheiten an.

Uberraschenderweise zeigte G-6-P-DH, die mit unserem neu-
en Verfahren, nédmlich durch die Anwendung zweier Affini-
tatschromatographie-Schritte, isoliert wurde, ein anderes
Verhalten in der SDS-Elektrophorese: es wurde nur eine

einzige Bande sichtbar. Dieser Bande entspricht ein Mole-



kulargewicht, das zwischen denen der beiden bisher be-
kannten Untereinheiten liegt. Unter diesem Aspekt gewinnt
die schwache zwischen den beiden starken Banden in der
zuvor erwahnten Elektrophorese an Bedeutung. Sie war vor-
her, wenn sie lberhaupt auftauchte, als Artefakt abgetan
worden. Es lassen sich zur Klarung dieses Phanomens ver-
schiedene Hypothesen formulieren, ohne daB hier die Rich-

tigkeit der einen oder anderen bewiesen werden konnte.

Theorie I: Die Isolierung der G-6-P-DH nach Chilla ist
nicht so schonend wie die neue Methode. Es
werden von einem Teil der urspringlich glei-
chen Untereinheiten Peptidfragmente abgelost.
Danach zeigt die SDS-Elektro-phorese Proteine

unterschiedlichen Molekulargewichtes.

Theorie II: Es gibt in Candida utilis Iscenzyme, die un-

terschiedliche Untereinheiten aufweisen.

Moglichkeit II a: Es gibt zwei Isoenzyme. Das eine, be-
vorzugt isoliert durch die Chilla-Methode,
hat zwei unterschiedliche Untereinheiten. Das
andere, bevorzugt dargestellt durch die Me-
thode der doppelten Affinitatschroma-
tographie, hat nur eine Art von Untereinhei-

ten.

Moglichkeit II b: Es gibt drei Isoenzyme, die Jjeweils ei-

ne Art von Untereinheiten aufweisen.

Die erste These iberzeugt am wenigsten, da man danach er-
warten sollte, daB die spéater ausschlieBlich gefundene
Untereinheit dem Molekulargewicht der schwereren der bei-
den friher regelmaBig erhaltenen Untereinheiten ent-

spricht.

Fir die Moglichkeit II b der verschiedenen Isoenzyme
spricht, daR Chilla, Doering, Domagk und Rippa bei der
isoelektrischen Fokussierung reiner G-6-P-DH aus Candida

utilis drei Peaks gefunden haben (7) |



ZUSAMMENFASSUNG

G-6-P-DH aus Candida utilis wurde mittels zweier Me-
thoden dargestellt. Zum einen wurden Autolyse, Prota-
minsulfat-fallung, Chromatographie an Phospho-
Zellulose, Ammoniumsulfat-Fallung, Chromatographie an
CM-Sephadex und Affinitédtschromatographie an ADP-
Sepharose durchgefiihrt. Diese Methode ist im wesentli-
chen schon von Chilla beschrieben worden. Im anderen
Verfahren erfolgten Autolyse, Protaminsulfat-Fallung,
Affinitadtschromatographie an Blue-Gel und Affini-
tadtschromatographie an ADP-Sepharose. Diese Methode

ist neu.

G-6-P-DH ist durch PALP hemmbar, der Hemmungstyp ent-

spricht einer "linear mixed-type inhibition".

In Bestatigung friherer Befunde ergab die SDS-
Elektrophorese bei der nach Chilla isolierten G-6-P-DH
zwel verschiedene Typen von Untereinheiten mit den Mo-
lekulargewichten von 54.000 und 62.500. Die nach der
neuen Methode isolierte G-6-P-DH ergab einen Typ von

Untereinheiten mit dem Molekulargewicht von 57.000.

Durch die radioaktive Markierung der Bindung von PALP
an das nach Chilla préparierte Enzym und die anschlie-
Rende Autoradiographie der SDS-Elektrophorese konnte

nachgewiesen werden, daB PALP sich an beide Unterein-

heiten bindet.

Von den verschiedenen Erklarungsversuchen fiir die be-
schriebenen Ergebnisse erscheint am wahrscheinlichs-
ten, daB es in Candida utilis mehrere Isoenzyme gibt,
deren unterschiedliche Untereinheiten bei der SDS-

Elektrophorese auffallen.
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