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The kinetic of the reversible dissociation of glycerol dehydrogenase from Bacillus megaterium
in slightly alkaline medium was measured by biochemical, chemical and physical methods. The
dissociation is followed by changes in the secondary structure and can be prevented by addition
of NAD or increased potassium chloride concentration. Crosslinking by suberimidate, but not by
monofunctional imido esters, shows a high stabilization against alkali, urea or heat inactivation

caused by hindrance of dissociation.

Einleitung

Wie wir kiirzlich berichtet haben, zeigen die
physikalischen und biochemischen Eigenschaften
der Glycerindehydrogenase aus B. megaterium hohe
Verwandtschaft zur Hefe-Alkoholdehydrogenase [1].
Auch hier handelt es sich um ein oligomeres Enzym,
bestehend aus identischen Untereinheiten, das zahl-
reiche, duBlerst oxidationsempfindliche SH-Grup-
pen und fiir die enzymatische Aktivitit ein Zink-Ion
pro Untereinheit enthilt. Vollig andersartig ist die
Eigenschaft, iiber die hier berichtet werden soll:
Glycerindehydrogenase — dhnlich wie die von uns
frither beschriebene Glucosedehydrogenase [2] aus
demselben Mikroorganismus — wird schon im leicht
alkalischen Bereich rasch inaktiviert. Im Falle der
Glucosedehydrogenase handelte es sich um eine
unter geeigneten Bedingungen voll reversible Disso-
ziation in inaktive Monomere, wobei nach unseren
neuesten Erkenntnissen [3] Sekundar- und Tertidr-
struktur weitgehend unverdndert bleiben. Die Frage
nach dem Mechanismus der pH-induzierten Inak-
tivierung der Glycerindehydrogenase soll hier un-
tersucht werden.

* Dissertation Stuttgart 1983.
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Material und Methoden

Glycerindehydrogenase aus B. megaterium wurde,
wie bei [1] beschrieben, isoliert und uns freund-
licherweise von der Biochemischen Forschung der
Fa. Merck, Darmstadt, zur Verfiigung gestellt. Die
spezifischen Aktivititen lagen in der Regel zwischen
60 und 90 U/mg. NAD wurde von der Firma
Boehringer, Mannheim, bezogen. Glycerin 87-pro-
zentig, Saccharose, EDTA, Triethanolamin, Phos-
phat und Natriumcarbonat waren kaufliche Pripa-
rate der Firma E. Merck, Darmstadt. Mercaptoetha-
nol wurde von der Firma Ega-Chemie, Steinheim,
bezogen; Dithioerythrit von der Firma Serva, Hei-
delberg; Zink-p.A. von der Firma Riedel-de-Haén,
Seelze und Dimethylsuberimidathydrochlorid war
ein kdufliches Praparat der Firma Pierce (USA).
Methylacetimidat wurde nach der Methode von
Pinner hergestellt [4].

Der enzymatische Aktivitatstest erfolgte wie
frither beschrieben [1]. Fiir die Messungen bei pH 9
in Gegenwart von Dithioerythrit wurde der Test-
16sung 0,1 uM Zinksulfat zugesetzt. Alle Messungen
erfolgten bei 25 °C. Als Enzymeinheit wurde — wie
iiblich — die Menge an Enzym bezeichnet, die
1 pmol Substrat pro Minute umsetzt.

Inaktivierung/ Reaktivierung

Vor den Versuchen zur Inaktivierung wurde das
Enzym gegen 0,2 M KCl1/0,1 M Phosphatpuffer vom
pH 7, der 5-prozentig an Glycerin war und 10 uM an
Zinkionen sowie 10 mM an Dithioerythrit oder
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Mercaptoethanol enthielt, dialysiert. Die pH-Um-
stellung von 7 auf 9 erfolgte durch Mischen (1+1)
mit 0.5 M Triethanolamin pH 9.2.

Fiir die vergleichenden kinetischen Untersuchun-
gen (Aktivitit/CD/Fluoreszenz) wurde stattdessen
Carbonatpuffer verwendet, da Triethanolamin bei
220 nm Eigenabsorption zeigt und somit fiir die
CD-Messungen ungeeignet war. Zur Reaktivierung
wurde mit einer Losung von 0,5 M Kaliumchlorid,
0.5M Phosphat, 5% Glycerin, 10 uM Zinkionen,
10 uM DTE pH 6.5 1: 1 verdiinnt.

Dichtegradientenzentrifugation

Die Einzelheiten der Durchfithrung wurden frii-
her beschrieben [1]. Als Gradientenpuffer dienten
0., M Kaliumphosphat mit 0,5M Kaliumchlorid,
5% Glycerin, 10 um Zinkionen, 10 mM Dithioerythrit
bei pH7 bzw. 0,25M Triethanolamin mit 0,1 M
Kaliumchlorid, 0,05M Phosphat, 2,5% Glycerin,
10 mm DTE bei pH 9. Nach Beendigung der Zentri-
fugation wurde der Gradient iiber eine Feinpipette
abgepumpt und in 25 Fraktionen zu je 3 Tropfen
(150—160 pl pro Fraktion) aufgefangen. Die Nume-
rierung der Fraktionen erfolgte in Richtung zuneh-
mender Zuckerkonzentration entsprechend zuneh-
mendem Molekulargewicht, d.h. in Sedimentations-
richtung. Die Sedimentationsbanden wurden enzy-
matisch oder mittels Proteinbestimmung nach Brad-
ford [5] lokalisiert. Molekulargewichte wurden nach
der Methode von Martin und Ames [6] bestimmt.
Als Referenzproteine dienten Myoglobin, Ovalbu-
min, Rinderserum-Albumin, Lactatdehydrogenase
aus Schweineherz, Aldolase und Katalase.

Modifizierung des nativen Enzyms

Acetamidinierung: 1 ml Enzymlosung (1 mg/ml in
0,5 M KCl1/0,1 M Phosphat/5% Glycerin/10 um Zn>*/
10mm DTE pH7) wurde zur pH-Umstellung mit
1 ml 3 M KC1/0,5 M Triethanolamin/0,1 M Phosphat/
40 mm NAD* pH9.2 versetzt. Acetimidathydro-
chlorid wurde in 5 gleich groBen Portionen (je
5,5 mg pro ml Ansatz in zehnminiitige Abstinden)
zugegeben. Die Endkonzentration betrug demnach
250 mM Reagenz im Ansatz. Der pH-Wert wurde
nach jeder Zugabe kontrolliert und mit festem
K>COj; bei pH 9 gehalten. AnschlieSend wurde tiber
eine Sephadex-G 25-Sdule entsalzt (Elutionspuffer:
0.2M KC1/0.1 M Phosphat/5% Glycerin/10um Zn>*/
10 mM SH-Reagenz pH 7).

Suberamidinierung: Die Modifizierungsbedin-
gungen entsprechen denen der Acetamidinierung.
Suberimidathydrochlorid wurde in einer Konzen-
tration von 10mM (2,53 mg pro ml Reaktions-
ansatz) in einer Portion zugegeben. Nach 20 Minu-
ten wurde die Reaktion durch Gelfiltration (s.o.)
beendet.

Modifizierung mit Suberimidat
unter Inaktivierungsbedingungen

Das Enzym (ca. 0.5 mg/ml im Inaktivierungsan-
satz) wurde wie beschrieben (vgl. Inaktivierung/
Reaktivierung) bei pH 9 inkubiert. In bestimmten
Zeitabstinden wurden Proben von 0,5 ml entnom-
men und mit jeweils 2,53 mg Suberimidathydrochlo-
rid versetzt (20 mM Reagenz im Ansatz). Die Reak-
tion wurde nach 5 Minuten durch Zugabe von iiber-
schiissigem Ammoniumsulfat (100 mM im Ansatz)
gestoppt und die Restaktivitdt gemessen. Anschlie-
Bend wurden die so erhaltenen Ansdtze mittels
SDS-Disk-Elektrophorese in 7,5-prozentigem Poly-
acrylamidgel untersucht. Die quantitative Auswer-
tung der Proteinbanden erfolgte in einem Gelscanner
nach Anfarbung mit Coomassie-Brillant-Blue R 250
(Serva, Heidelberg).

Bestimmung freier Lysin-Aminogruppen mittels
TNBS-Test [12]

0,5ml Enzymlosung (0,01—0,1 mg Protein, die
Probe muf} kaliumchloridfrei sein) wurden mit 0,5 ml
0,5 M Boratpuffer pH 9,5 und 0,5 ml 0,1-prozentiger
TNBS-Losung (Trinitrobenzolsulfonsdure) versetzt
und 3 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden
0.5 ml 10% SDS-Losung und 0,25 ml 1 N*HCI zuge-
geben und die Extinktion -bei 342 nm gegeniiber
einem Blindwert gemessen (£34 = 14400 cm?/mmol;
Extinktionskoeffizient freier Aminogruppen nach
Reaktion mit TNBS).

Denaturierung in Harnstoff

Die Enzymlosung (0,4 mg/ml in 0,1 M Phosphat-
puffer/0,2m KCI/5% Glycerin/10 uM  Zinkionen/
10mM ME pH7) wurde mit demselben Volumen
einer Losung von 8 M Harnstoff im gleichen Puffer
versetzt.

Messung der Thermostabilitdt

Die Messung erfolgten in 0,2 M KCI/0,1 M Phos-
phat/5% Glycerin/ 10 um Zn**/10 mM ME pH 7
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(Enzymkonzentration: 0,2 mg/ml), wobei jeweils
kleine Probemengen (0,1 ml) erhitzt wurden, um
einen moglichst schnellen Temperaturausgleich mit
dem umgebenden Wasserbad zu erreichen. Aliquote
Proben wurden aus dem Ansatz entnommen und
sofort in die vorbereitete Testkilvette pipettiert.

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluores-
zenz-Spektralphotometer MPF 44 der Firma Perkin
Elmer durchgefiihrt. Anregungswellenldnge 278 nm;
Emissionswellenldnge 305 nm.

Messungen des Circular-Dichroismus erfolgten an
einem Gerdt der Firma Jasco (Spectro-Polarimeter
17500 A).

Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 1 zeigt die Kinetik der Inaktivierung
von Glycerindehydrogenase in einer Konzentration
von 0,5mg/ml nach Umstellung des pH’s von 7
nach 9 sowie deren Umkehrung nach pH-Riickstel-
lung auf 7. Die nahezu vollstaindige Reaktivierung
wird allerdings nur in Gegenwart von Dithioerythrit
erreicht; sonst wird sie durch die leichte Oxidier-
barkeit der freien SH-Gruppen im Alkalischen be-
eintrachtigt. Da Dithioerythrit im ionisierten Zu-
stand Ubergangsmetall-Ionen zu binden vermag [7],
fiihrt das Reagenz bei pH 9 zu einer beschleunigten
Inaktivierung des Enzyms durch Komplexierung der
fir die Aktivitit notwendigen Zinkionen. Dieser
Effekt kann dadurch kompensiert werden, daf3 die
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Abb. 1. pH-abhédngige Inaktivierung und Reaktivierung
der Glycerindehydrogenase. Inaktivierung: Enzym (ca.
1 mg/ml) in 0,2 M KCl1/0,1 M PP/5% Glycerin/10 mm DTE/
10 uM Zn?* pH7+ 0,5M Triethanolamin pH 9,2 (1+1).
Reaktivierung: Inaktivierungsansatz + 0,5M PP/0,5 M KCl/
5% Glycerin/10 pM Zn2*/10 mm DTE pH 6,5 (1 + 1).
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Abb. 2. Dichtegradientenzentrifugation der Glycerindehy-
drogenase in 4—18% Saccharose. x—x pH7; o—o pH9
mit Dithioerythrit; O - - -0 pH 9 ohne Dithioerythrit.

Aktivitatsmessungen in einer zinkhaltigen Test-
16sung ausgefiihrt werden.

Abbildung 2 zeigt das Ergebnis der Molekular-
gewichtsbestimmung mittels Zonenzentrifugation
im Dichtegradienten. Bei pH 7 ergibt sich eine rela-
tive Molmasse von 240000. Legt man den durch
SDS-Diskelektrophorese bestimmten Wert fiir eine
Untereinheit von 40000 zugrunde, so entspricht dies
einem oligomeren Enzym bestehend aus 6 Unterein-
heiten. Die Diskrepanz zu fritheren Messungen [1],
bei denen stets eine Molmasse von 160000 gefunden
wurde, ist wohl auf die Verwendung unterschied-
licher Enzymchargen zuriickzufithren. Die bioche-
mischen Eigenschaften waren in beiden Prédpara-
tionen gleichartig.

Bei pH 9 erkennt man ein deutlich verschiedenes
Sedimentationsverhalten entsprechend einem Mole-
kulargewicht von 40000 Dalton. Dieser Wert befin-
det sich in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der
SDS-Diskelektrophorese und zeigt somit den voll-
staindigen Zerfall des Enzyms in seine Unterein-
heiten unter den Bedingungen der pH-induzierten
Inaktivierung. Wie aus Abb. 2 weiter hervorgeht,
hat die Anwesenheit von Dithioerythrit im Gra-
dientenpuffer keinen EinfluB auf die Dissoziation.
Der beobachtete Effekt ist demnach nicht auf die
Komplexierung von Zn?*-Ionen zuriickzufiihren.
Unklar blieb, ob zwischen pH-induzierter Inaktivie-
rung und der Dissoziation der Glycerindehydro-
genase ein zeitlicher Zusammenhang besteht, da
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hieriiber die Dichtegradientenzentrifugation auf-
grund ihrer langen Laufzeit keine Auskunft geben
konnte.

Eine Methode zur Untersuchung der Dissozia-
tion/Reassoziation bietet die Quervernetzung mit
bifunktionellen Reagenzien [8, 9]. Hierbei wird die
zu einem gegebenen Zeitpunkt vorliegende Quartér-
struktur sozusagen eingefroren und das Ergebnis
mittels SDS-Diskelektrophorese untersucht. Uber-
tragen auf die Inaktivierung der Glycerindehydro-
genase wurde versucht, deren Dissoziationszustand
nach unterschiedlich langer Inkubation bei pH9
durch chemische Modifizierung mit Dimethyl-
suberimidat zu fixieren.

Abbildung 3 zeigt die quantitative Auswertung
der entsprechenden SDS-Pherogramme. Deutlich ist
zu erkennen, dafl die Abnahme hochmolekularer
Proteinformen mit der prozentualen Zunahme der
Monomer-Anteile korrespondiert.

Zum Zeitpunkt 0 sollten im Prinzip nur hoch-
molekulare Anteile vorliegen. DaB} trotzdem in
erheblichem MaBe schon zu Anfang der Inaktivie-
rung Monomere und Trimere auftreten, liegt an der
zu geringen Reaktionsgeschwindigkeit der Enzym-
Aminogruppen mit den angewandten Imidoestern.
Man kann insofern diese Stérung dadurch korri-
gieren, dal man nur die Abnahme der hochmole-
kularen Formen beriicksichtigt. Setzt man deren
anfanglichen Anteil in Hohe von 37% gleich 100 und
rechnet den weiteren Verlauf entsprechend um, so
zeigt die nun erhaltene Kurve eine gute Uberein-
stimmung mit den parallel dazu gemessenen Werten
der enzymatischen Aktivitit (Abb. 4). Beriicksich-
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Abb. 3. SDS-Disk-Elektrophorese nach Quervernetzung
unter Dissoziationsbedingungen. x—x Monomer; =—ma Di-
mer. A—a Trimer; 0—0O > Trimer.
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Abb. 4. Korrelation zwischen Aktivitdt und Quartérstruk-
tur bei pH9. x Abnahme hochmolekularer Formen
(> Trimer); o Abnahme hochmolekularer Formen (= Tri-
mer); O Aktivitdtsverlauf.

tigt man in dieser Auftragung zusitzlich die Trimer-
anteile, angenommen als aktive Oligomere, so gibt
es keine verniinftige Korrelation mehr. Demnach
treten Trimere wdhrend der Dissoziation als in-
aktive Zwischenstufe auf.

Die pH-induzierte Inaktivierung der Glycerin-
dehydrogenase wurde weiterhin mit spektroskopi-
schen Methoden auf mégliche strukturelle Ande-
rungen untersucht. Bei diesen Messungen wurde
Mercaptoethanol anstelle von Dithioerythrit als SH-
Reagenz verwandt, da sich Letzteres storend auf die
spektroskopischen Untersuchungen auswirkte. Dar-
tiber hinaus erwiesen sich die Komplexbildungs-
eigenschaften von Mercaptoethanol als wesentlich
geringer ausgepragt. Allerdings waren die in Gegen-
wart von Mercaptoethanol durchgefiihrten Inakti-
vierungsansitze nur noch zum Teil reversibel. Dies
wurde jedoch in Kauf genommen, da Oxidations-
prozesse auf den Verlauf der Inaktivierung und
Dissoziation offenbar keinen EinfluB ausiiben
(Abb. 2).

Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat (Tyrosin-
Fluoreszenz bei 305 nm) deutet auf einen Zerfall
der Quartérstruktur bzw. eine Lockerung der Ter-
tidrstruktur  hin. Hierbei werden wahrscheinlich
Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen Tyrosin-
OH-Gruppen und Carboxylseitenketten gelost, was
zu einer erhohten Fluoreszenzquantenausbeute
fihrt [10].

AufBlerdem wurde eine Abnahme des CD-Signals
bei 220 nm auf ca. 50% des Ausgangswertes beob-
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Abb. 5. Verlauf von Aktivitdt, Fluoreszenzintensitdt und
CD-Signal bei pH9 nach 1+ I-Verdiinnung der Enzym-
losung (in 0,2 M KClI/0,1 M PP/5% Glycerin/10 um Zn2*/
10 mM ME pH 7) mit 0,2 M Na,CO; pH 9,5. x Zunahme der
Fluoreszenzintensitit bei 305 nm; Ao Abnahme des CD
Signals bei 220 nm; © Abnahme der Enzymaktivitit.

achtet. Dies 148t auf einen Ubergang von a-Helix-
Anteilen in eine ungeordnete Struktur schlieBen
[11], entsprechend einer teilweisen Denaturierung
des Enzyms.

Abbildung 5 zeigt den Verlauf von Aktivitdten,
Fluoreszenzintensitit und negativem CD-Effekt in
halb logarithmischer Auftragung. In allen drei
Féllen ergibt sich ein biphasischer Verlauf, der
jeweils in beiden Phasen einem Geschwindigkeits-
gesetz 1. Ordnung gehorcht. Die ermittelten Halb-
wertszeiten stimmen weitgehend iiberein (Tab. I).
Bei der Berechnung der Halbwertszeiten wurde die
Uberlagerung der beiden Prozesse im Anfangsbe-
reich der Kurve mit beriicksichtigt.

Offensichtlich werden die verschiedenen MeB-
grofen durch dieselben Vorgdnge beeinfluBlt, die
pH-induzierte Inaktivierung der Glycerindehydro-
genase ist demnach anders als im Fall der Glucose-
dehydrogenase zusdtzlich mit einer Konformations-
anderung verkniipft.

Durch hohe Salzkonzentrationen sowie in Gegen-
wart von NAD wird die pH-induzierte Inaktivie-
rung der Glycerindehydrogenase verhindert. Abbil-
dung 6 zeigt die Abhdngigkeit des Aktivititsver-
laufs im Alkalischen von der KCIl-Konzentration.

Die Enzymkonzentration hat, wie fiir eine Reak-
tion 1. Ordnung nicht anders zu erwarten, keinen
EinfluB auf die Geschwindigkeit der Inaktivierung
(Abb. 7).
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Nach dem bisher Gesagten scheint die pH-indu-
zierte Inaktivierung der Glycerindehydrogenase
sowohl von einer Dissoziation des Enzyms in seine
Untereinheiten als auch von Verdnderungen der
Sekundirstruktur begleitet zu sein. Es handelt sich
offenbar um zeitlich parallel verlaufende Vorginge,
d.h. die Frage, welcher der beiden Prozesse als

Tab. I. Halbwertszeiten von Aktivitiat, Circular-Dichrois-
mus und Fluoreszenzintensitét bei pH 9.

1. Vorgang 2. Vorgang
1, Aktivitat 2,1 min 10 min
t,,, CD 2,4 min 9 min
1> Fluoreszenz 1,8 min 8 min
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Abb. 6. Abhanglgkelt der Inaktlv1erungsgeschwindigkeit
von der KCl-Konzentration. 0,8 mg/ml Enzym in 0,2 M
KC1/0,1 M PP/5% Glycerin/ 10 um Zn?*/ 10 mm ME pH 7
+ 0,5M Triethanolamin/KCl pH 9,2 (1+1).
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Abb. 7. EinfluB der Enzymkonzentration auf die pH-
induzierte Inaktivierung. o 0.4 mg/ml; x 0,16 mg/ml;
20,08 mg/ml.
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eigentlicher auslosender Faktor der Inaktivierung zu
betrachten ist, kann aufgrund der geschilderten
Untersuchungen nicht eindeutig beantwortet werden.

Durch Quervernetzung und Stabilisierung mit
Suberimidat kann die Dissoziation des Enzyms, wie
oben gezeigt wurde, teilweise verhindert werden.
Sollte der Zerfall der Quartérstruktur die Voraus-
setzung fiir die Inaktivierung im Alkalischen dar-
stellen, so miiBte die Quervernetzung diese weit-
gehend verhindern. Dagegen wiirde eine unabhin-
gig von der Dissoziation auftretende Denaturierung
durch eine derartige Modifizierung wohl kaum
beeinflu3t werden.

Die Reaktion der Glycerindehydrogenase mit
Dimethylsuberimidat wurde hier in Gegenwart von
NAD und hohen KCI-Konzentrationen durchge-
fithrt, um eine Dissoziation wihrend der Modifi-
zierung moglichst zu verhindern.

Reagenzkonzentrationen von 10 mM ergeben bei
20 Minuten Reaktionsdauer in der SDS-Disk-Elek-
trophorese neben geringen Monomer- und Trimer-
anteilen (8% bzw. 10% der Gesamtintensitidt) eine
hochmolekulare Bande mit einem Molekulargewicht
von iiber 200000 Dalton. Im Dichtegradienten bei
pH 7 sedimentiert das quervernetzte Enzym genau
wie das native, entsprechend einem Molekularge-
wicht von 240000 Dalton. Anteile mit hoherem
Molekulargewicht wurden nicht gefunden, die inter-
molekulare Verkniipfung verschiedener Oligomeren
kann demnach ausgeschlossen werden.

Die Restaktivitit nach Modifizierung betrug 40%
der spezifischen Aktivitdt des nativen Enzyms bei
Bindung von 2—3 Amidinogruppen pro Unterein-
heit.

Geringere Reagenzkonzentration bzw. kiirzere
Reaktionszeiten fiihrten zu hoheren Restaktivititen,
gleichzeitig aber auch zu unvollstindiger Vernet-
zung (Bandenmaximum der SDS bei 120000 Dalton,
entsprechend einem Oligomer aus drei Unterein-
heiten). Bei hoheren Konzentrationen trat Denatu-
rierung ein, was sich in einer Triibbung des Reak-
tionsansatzes auf3erte.

Die nachfolgenden Untersuchungen mit der quer-
vernetzten Glycerindehydrogenase wurden jeweils
im direkten Vergleich mit dem nativen Enzym unter
exakt gleichen Milieu-Bedingungen durchgefiihrt.

Abbildung 8 zeigt die drastische Erhohung der
Alkalistabilitdt nach Quervernetzung. Wihrend na-
tive Glycerindehydrogenase bei pH9 mit einer
Halbwertszeit von 2.5 Minuten inaktiviert wird,

100fxra—= = A 2
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Abb. 8. Aktivitdtsverlauf bei pH9. Enzymlosung (ca.
0.2mg/ml in 0,2M KCI/0,1 M Phosphat/5% Glycerin/
10mM ME/10um Zn?* pH7)+0,5M Triethanolamin.
x—>x native Glycerindehydrogenase: x - - -x acetamidinierte
Glycerindehydrogenase; a—a quervernetzte Glycerinde-
hydrogenase.

weist das modifizierte Enzym auch nach 30 Minuten
noch volle Aktivitdt auf, nach 24 h betrug die Rest-
aktivitdt immer noch 75%. Ansitze, die in Gegen-
wart geringerer Reagenzkonzentrationen (s.0.)
modifiziert wurden, zeigten eine deutlich geringere
Stabilisierung.

Am Beispiel der Lactatdehydrogenase wurde
berichtet, dal3 schon die einfache Acetamidinierung
zu einer betriachtlichen Stabilititserhohung von
Enzymen fithren kann [13]. Dieser Effekt wird mit
der Bildung eines zusdtzlichen Ionenpaars zwischen
der entstehenden Pseudo-Argininfunktion sowie
einer Aspartatseitenkette der benachbarten Unter-
einheit erkldrt [14]. Auch im Fall der Glucosedehy-
drogenase aus Bacillus megaterium konnten wir eine
erhohte Stabilitit der Quartdrstruktur nach Acet-
amidinierung feststellen.

Abbildung 8 zeigt, dafl die einfache Acetamidi-
nierung mit monofunktionellen Imidoestern zu einer
deutlichen Destabilisierung der Glycerindehydro-
genase fithrt. Die erhohte Alkalistabilitdt der quer-
vernetzten Glycerindehydrogenase ist demnach ein-
deutig auf die kovalente Verkniipfung ihrer Unter-
einheiten und nicht auf die Modifizierung von
Lysinen zurtickzufiihren.

Native und acetamidinierte Glycerindehydro-
genase zerfallen im Dichtegradienten bei pH 9 voll-
staindig in Monomere, die keinerlei enzymatische
Aktivitit mehr aufweisen (Abbn. 2 und 6). Dagegen
zeigt das quervernetzte Enzym zwei getrennte Sedi-
mentationsbanden (Abb. 9): eine hochmolekulare
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Abb. 9. Dichtegradientenzentrifugation modifizierter Gly-
cerindehydrogenase bei pH 9. m—m acetamidinierte Gly-
cerindehydrogenase; x—x quervernetzte Glycerindehydro-
genase (Protein); x---x quervernetzte Glycerindehydro-
genase (Aktivitat).

Bande, die dem Hexamerzustand zugeordnet wer-
den kann sowie eine breite Bande bei Molekular-
gewichten um 120000. Dieser Befund widerspricht
dem Ergebnis der SDS-Elektrophorese, nach wel-
chem man fast ausschlieflich die hohermolekulare
Form erwarten sollte. Diese Diskrepanz konnte
nicht gekliart werden. Moglicherweise setzt sich die
obere Sedimentationsbande (scheinbar geringeres
Molekulargewicht) ebenfalls aus Hexameren zu-
sammen, die nicht mehr die urspriingliche globuldre
Gestalt des nativen Enzyms aufweisen und dadurch
im Dichtegradienten ein zu geringes Molekular-
gewicht vortduschen.

Wie aus Abb.9 hervorgeht, wurde die noch
vorhandene Restaktivitat (28% der eingesetzten Ge-
samtaktivitat nach 24 Stunden Zentrifugation) prak-
tisch ausschlieBlich in der unteren Sedimentations-
bande gefunden. Die enzymatische Aktivitit der
Glycerindehydrogenase steht demnach in unmittel-
barem Zusammenhang mit dem vollstindigen Er-
halt der Quartirstruktur.

In jedem Fall zeigt die Identitdt des CD-Spek-
trums der quervernetzten Glycerindehydrogenase
mit dem des nativen, daf3 die Tertidrstruktur weit-
gehend erhalten geblieben ist und kaum — wenn
liberhaupt — denaturierte Artefakte beteiligt sind.

Die eingangs gestellte Frage nach dem auslosen-
den Faktor der pH-induzierten Inaktivierung kann

10 20 30 40 50 60 min
Abb. 10. Abnahme des CD-Signals (220 nm) bei pH?9

(Carbonatpuffer) Enzymkonzentration wie Abb. 8. — na-
tive Glycerindehydrogenase; --- quervernetzte Glycerin-
dehydrogenase.
©
‘0
(=
jJ]
S
®
5 10 15 20 min
Abb. 11. Verlauf der Fluoreszenzintensitit bei pH 9 (Tri-
ethanolaminpuffer). — nativ; -- - quervernetzt.

nunmehr dahingehend beantwortet werden, daf3 der
Aktivitatsverlust durch die Dissoziation des Enzyms
verursacht wird. Wird diese durch Quervernetzung
verhindert, so bleibt auch die enzymatische Aktivi-
tat erhalten.

Dariiber hinaus konnten jedoch auch Auswir-
kungen auf die Stabilitdt der Sekundarstruktur fest-
gestellt werden. In Abb. 10 ist der Verlauf des CD-
Signals nativer und quervernetzter Glycerindehy-
drogenase bei pH 9 gegeniibergestellt. Die norma-
lerweise beobachtete Entfaltung tritt nach Modifi-
zierung nicht mehr auf. Auch die Zunahme der
Tyrosinfluoreszenz wird durch die Quervernetzung
vollstindig verhindert (Abb. 11). Dieser Befund legt
den SchluB nahe, daB die als Folge der pH-
Erhohung einsetzende Denaturierung der Glycerin-
dehydrogenase an die vorausgehende Dissoziation
des Enzyms gebunden ist. Solange hingegen die
intakte Quartarstruktur vorliegt, ist auch die Auf-
faltung der Sekundirstruktur erschwert.

Experimente mit denaturierenden Agentien bestd-
tigen diese Annahme (Abb. 12). In 4 M Harnstoff
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behilt das quervernetzte Enzym im Gegensatz zur
nativen Form auch nach mehreren Stunden noch
seine volle Aktivitit.

Die Thermostabilitit der Glycerindehydrogenase
konnte durch die Modifizierung ebenfalls erheblich
gesteigert werden. Abbildung 13 zeigt den Aktivi-
tatsverlauf bei 70 °C fiir das native bzw. querver-
netzte Enzym. Auch bei hoheren Temperaturen
bleiben erhebliche Unterschiede sichtbar. So wird
die native Form bei 75°C praktisch momentan
inaktiviert, wahrend die modifizierte nach 10 Minu-
ten noch ca. 50% Restaktivitdt aufweist.

Native Glycerindehydrogenase unterliegt schon
bei 60 °C einer langsamen Inaktivierung. Die Ther-
mostabilitdt des Enzyms kann demnach durch Quer-
vernetzung um wenigstens 10 °C erhoht werden.

Die Quervernetzung wird vielfach zur Unter-
suchung der Quartdrstruktur von Proteinen [15, 16]
angewandt, selten zur moglichen Stabilisierung von
Enzymen [17]. In letzterem Fall sollte korrekterweise
nicht nur das vernetzte Molekiil mit dem nativen
verglichen werden, sondern auch monofunktionell
nach demselben Reaktionstyp modifizierte Prdpa-
rate, oder bei spaltbarem Reagenz nach Spaltung
der Briicke. So finden wir z.B. bei der LDH H, die
frither beschriebene Hitzestabilisierung nach Amidi-

100p== = X x ¥

50 x

°/o Aktivitat

1 2 3 4 5 h

Abb. 12. Aktivitatsverlauf in 4 M Harnstoff. x---x native
Glycerindehydrogenase; x—x quervernetzte Glycerinde-
hydrogenase.
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