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-(3-Bromoacetylpyridinio)alkyldiphosphoadenosines with alkyl chain lengths of 2—6 me-
thylene groups inactivate glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase from rabbit muscle. Half-of-
the-Sites reactivity is observed in each case: The analogs are covalently bound to highly reactive
cysteine residues 1n two of the four subunits. The remaining two subunits still bind NAD and the
reactive SH-groups, although modified by SH-reagents of low molecular weight are not labeled
by any of the brominated coenzyme models.

This behaviour may be explained by the assumption, that the modification of 2 subunits
induces structural changes in the neighboured unoccupied subunits which prevent any attack on
reactive cysteine residues caused by fixation and orientation of the bromoketo-coenzyme analog
when bound to the active center.

Structural similarities of the covalently bound coenzyme analogs in the active center and the
native ternary GAPDH-NAD-substrate complex suggest that half-of-the-sites reactivity is a
natural characteristic of the enzymes catalytic mechanism.

Einleitung

Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase aus
Kaninchenskelettmuskel zeigt gegeniiber dem NAD-
Analogen 3-(3-Bromacetylpyridinio) propyldiphospho-
adenosin Halbseitenreaktivitat; die Blockierung von
2 der 4 Untereinheiten unterdriickt die enzymatische
Aktivitit vollstandig [1]. Diese Beobachtung steht im
Gegensatz zu der, die mit 3-ChloracetylpyridinAD
am gleichen Enzym aus Stormuskel gemacht wurde
[2]. Hier fiihrt erst die Besetzung aller 4 Unterein-
heiten zum vollstindigen Aktivitatsverlust. Die Aus-
gangsverbindung des von uns benutzten Inaktivators:
3-(3-Acetylpyridinio) propyldiphosphoadenosin  ist
kein Wasserstoffakzeptor im Test mit Glycerinalde-
hyd-3-phosphat Dehydrogenase. Der geringe Ab-
stand zwischen dem Pyrophosphatrest des ADP-
Teils und dem Acetylpyridinring erlaubt keine

Abkiirzungen: GAPDH, Glycerinaldehyd-3-phosphat De-
hydrogenase, D-Glycerinaldehyd-3-phosphat: NAD-Oxido-
reduktase (phosphorylierend) (EC 1.2.1.12); GAP, Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat, DTNB, 5,5’-Dithiobis(2-nitroben-
zoesaure).
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exakte Einlagerung des funktionellen Teils in das
aktive Zentrum. In diesem Zentrum befindet sich
auch der Cysteinrest 149. Die Ketoalkylierung dieser
Sulfhydrylgruppe durch komplexgebundenes 3-
(3 - Bromoacetylpyridinio) propyldiphosphoadenosin
kann eine Verzerrung der Enzymstruktur hervor-
rufen; die dadurch bewirkte Halbseitenreaktion wire
somit ein Kunstprodukt dieses Inaktivators. Ande-
rerseits kann die Halbseitenreaktivitdt ein Charakte-
ristikum des enzymatischen Mechanismus sein; denn
sie wurde bei Inaktivierung mit verschiedenen Sub-
stratanalogen beobachtet [3—5].

Um diese Frage zu kldren, haben wir eine Reihe ho-
mologer -(3-Bromacetylpyridinio)alkyldiphospho-
adenosine dargestellt, in denen die Ausdehnung der
Alkylreste zwischen 3,4 und 8,6 A variiert, und be-
richten in dieser Arbeit iiber das Verhalten der Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase gegeniiber
diesen Verbindungen.

Ergebnisse

Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase aus
Kaninchenskelettmuskel wird von 3-Bromacetylpyri-
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dinio-alkyl-Analogen des Coenzyms NAD inakti-
viert. Die Lange der Kohlenwasserstoffbriicke, die in
den Verbindungen von zwei bis sechs Methylengrup-
pen variiert, ist fiir dieses Verhalten ohne Bedeu-
tung, obwohl sie den Abstand zwischen dem ADP-
Teil und dem Pyridiniumring in den Modellen um
bis zu 5 A 4dndert.
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Die Ahnlichkeit der w-(3-Bromacetylpyridinio)-
alkyldiphosphoadenosine mit dem natiirlichen Co-
enzym wird im enzymatischen Test nicht sichtbar,
da die Féhigkeit der Verbindungen, als Komplex-
bildner oder als Wasserstoffakzeptor zu wirken, durch
die gleichzeitig ablaufende irreversible Inaktivie-
rungsreaktion iiberlagert wird.

Hinweise auf die verdeckte Coenzymfunktion der
Inaktivatoren liefern die nicht bromierten Ausgangs-
verbindungen, die reversibel an das aktive Zentrum
der Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase ge-
bunden werden.

Alle w-(3-Acetylpyridinio)alkyldiphosphoadeno-
sine bilden mit GAPDH bindre Komplexe aus,
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deren Dissoziationskonstanten bei pH 9 zwischen 0,1
und 0,6 mM liegen. Die Komplexbildung verlduft in
allen Fillen ohne Anderung der Absorption bei
360 nm.

Von den fiinf Acetylpyridinderivaten sind im en-
zymatischen Test nur das Butyl- und das Pentyl-
analoge als Wasserstoffakzeptor aktiv. Die Michaelis-
konstanten und katalytischen Konstanten der beiden
Verbindungen sind:

Butyl: Ky=0,13mM, kk=7pM x min*
Pentyl: Ky =0,17 mM, kk=4pMx min~,

Die Inaktivierung der Glycerinaldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase durch die Bromacetylpyridinverbin-
dungen verlduft in rascher Reaktion. Da die Brom-
acetylgruppe der Verbindungen gleichzeitig hydroly-
siert wird, ist die exakte Bestimmung der Inakti-
vierungskinetik erschwert. Die kinetischen Konstan-
ten muBSten durch Extrapolation aus der Anfangs-
geschwindigkeit der Inaktivierungsreaktion bestimmt
werden. Abb. 1 A und 1B zeigen den zeitlichen
Ablauf der Inaktivierungsreaktion nach Inkubation
mit verschiedenen Konzentrationen an 4-(3-Brom-
acetylpyridinio)butyldiphosphoadenosin und die gra-
phische Ermittlung von K und k, der Reaktion.
Ahnliches Inaktivierungsverhalten beobachtet man
bei Verwendung der anderen homologen Inaktiva-
toren, die Zahlenwerte fiir K1 bzw. k, liegen in der
gleichen GroBenordnung wie die Werte des Butyl-
derivates.
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Abb. 1. Inaktivierung von GAPDH aus Kaninchenskelettmuskel (0.012 mM tetrameres Enzym) A: durch verschiedene
Konzentrationen von 4-(3-Bromacetylpyridinio)butyldiphosphoadenosin; O =0.01 mM, A =0,028 mM, x=0,08 mMm,
® =0,14 mM, @ = 0,202 mM in 0,2 M Natriumphosphatpuffer pH 6,8; 25 °C; B: Diagram zur Bestimmung von K u. k,,
Kons-Werte wurden als In 2/(2/2) ermittelt.
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Abb. 2. EinfluB von Coenzym und Substrat auf die Inakti-
vierung von 0,012 mM GAPDH (tetrameres Enzym) durch
4-(3-Bromacetylpyridinio) butyldiphosphoadenosin ¢ = 0,1
mM; 25°C. A = 1 mM NAD in 0,2 M Natriumphosphatpuf-
fer pH 7,0; O =5mM GAP in 0,1 M Triethanolamin-HCI-
Puffer pH7, 0,2 mM EDTA; x=5mM GAP und 0,1 M
Natriumphosphat Puffer pH 7, 0,1 mMm EDTA.

Parallel zum Verlust der Dehydrogenaseaktivitét
nimmt bei allen Modellen auch die als Hydrolyse
von p-Nitrophenylacetat bestimmte Esteraseaktivitit
ab.

Die Inaktivierung wird durch die Gegenwart des
natiirlichen Coenzyms NAD sehr stark verlangsamt.
In Gegenwart von 1 mM NAD+* oder 1 mM NADH
wird bei einer Inaktivatorkonzentration von 0,1 mM
kein Aktivitdtsverlust innerhalb von 30 Minuten be-
obachtet.
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Abb. 3. Beziehung zwischen Einbau von Carbonyl-[**C]
4-(3-Bromacetylpyridinio) butyldiphosphoadenosin und Ab-
fall der Enzymaktivitat.
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Auch in Gegenwart des Substrats Glycerinal-
dehyd-3-phosphat verlduft die Inaktivierungsreak-
tion verlangsamt. Dieser Substratschutz wird jedoch
durch die gleichzeitige Zugabe von Phosphat weit-
gehend aufgehoben (Abb. 2).

Die kovalente Bindung der verschiedenen homo-
logen Inaktivatoren an GAPDH bewirkte keinen
Extinktionsanstieg bei 360 nm. Verwendet man [**C]-
Carbonyl markiertes 4-(3-Bromacetylpyridinio) butyl-
diphosphoadenosin, so beobachtet man, daBl ein
Einbau von 2 mol Inaktivator in 1 mol tetrameres
Enzym den vollstandigen Verlust der Enzymaktivitat
bewirkt (Abb. 3). Einen gleichartigen Kurvenverlauf
erhdlt man, wenn die Restaktivitidt verschieden stark
inaktivierter Enzympraparate gegen die Anzahl hoch-
aktiver Sulfhydrylgruppen pro Mol tetrameres En-
zym aufgetragen wird: Von den 4 SH-Gruppen, die
rasch mit DTNB reagieren, sind nach der Inaktivie-
rung noch 2 erfaBbar. Die Anderung des Abstandes
zwischen Pyrophosphat und reaktiver Bromacetyl-
gruppe durch die Verwendung der verschiedenen
Homologen dndert dieses Verhalten wenig
(Abb. 4 A, B, C). Nur unter Verwendung extrem ho-
her Inaktivatorkonzentrationen, wie sie zur Errei-
chung geringer Restaktivititen notwendig sind,
nimmt die Zahl der SH-Gruppen stirker ab. Dieses
Verhalten ist bei den Modellen mit besonders langer
oder besonders kurzer Alkylkette stirker ausgepragt
als bei den Verbindungen, in denen die Lénge der
Kohlenwasserstoffkette mit der Ausdehnung eines
Ribosesystems anndhernd iibereinstimmt. Vollstan-
dig inaktivierte Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehy-
drogenase bindet noch 2mol NAD®* pro mol te-
trameres Enzym, ohne dal mefbare Dehydrogena-
se- oder Esteraseaktivitdt auftritt (Abb. 5). Ein Ab-
weichen von der Linearitdt des Einbaus wird nur
beobachtet, wenn zur Erreichung kleiner Restaktivi-
taten extrem hohe Inaktivatorkonzentrationen not-
wendig waren. Dies trifft besonders fiir das Ethyl-
und Hexylanaloge zu (Abb. 5 A). Die Inaktivierung
der GAPDH durch w-(3-Bromacetylpyridinio)alkyl-
diphosphoadenosin ist durch die Ketoalkylierung
eines essentiellen Aminosdureseitenrestes bewirkt.
Die kovalente Bindung der Inaktivatoren zu diesem
Rest kann durch NaBH,-Reduktion der Ketogruppe
stabilisiert werden [6]. Aus GAPDH, die mit
[**C]Carbonyl  4-(3-Bromacetylpyridinio)butyldi-
phosphoadenosin inaktiviert wurde, wird nach Re-
duktion und Totalhydrolyse ein **C-markiertes Pro-
dukt erhalten, das sich in allen Eigenschaften verhalt
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Abb. 4. Beziehung zwischen Enzym-
aktivitdit und Abnahme von schnell
reagierenden SH-Gruppen in GAPDH
aus Kaninchenskelettmuskel, gemes-
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triumphosphatpuffer pH 7,1; 25°C; A:
Inaktivierung mit (+): 6-(3-Bromace-
tylpyridinio) hexyldiphosphoadenosin,
(O): 2-(3-Bromacetylpyridinio)ethyldi-
phosphoadenosin. B: Inaktivierung mit
O: 5-(3-Bromacetylpyridinio) pentyldi-
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wie eine Verbindung, hergestellt aus N-Acetylcystein
und 4-(3-Bromacetylpyridinio) butylphosphat nach
gleicher Behandlung mit NaBH, und Sdurehydroly-
se. Beide Verbindungen zeigen in der Hochspan-
nungselektrophorese gleiche Wanderungsrichtung
und Wanderungsgeschwindigkeit und zeigen posi-
tive Ninhydrin- und Schwefelreaktion.

Diskussion

Die Reaktivitit der Bromacetyl-Coenzymanalogen
bei vergleichsweise geringer Affinitdt der Verbin-
dungen zum aktiven Zentrum der Glycerinaldehyd-
3-phosphat Dehydrogenase erschwert eine genaue

r/vx‘lol‘ [M"]
— N W s OO g

1 2r
Abb. 5. ‘Scatchard Diagramm der Bindung von [*C]Car-
bonyl NAD* an GAPDH inaktiviert mit 4-(3-Bromacetyl-
pyridinio)butyldiphosphoadenosin auf 5% Restaktivitit,
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,0, 25°C. w = freies
NAD* [M]; »=mol NAD* gebunden an ein mol (tetramere
GAPDH).

Messung der Inaktivierungskinetik. Die fast vollstin-
dige strukturelle Ubereinstimmung der bromierten
Verbindungen mit den nichtbromierten Ausgangs-
verbindungen, wie auch die Ahnlichkeit mit NAD,
machen aber die Bildung eines reversiblen Inaktiva-
tor-Enzym-Komplexes als ersten Schritt der Reak-
tion sehr wahrscheinlich. Die eigentliche Inaktivie-
rungsreaktion erfolgt dann unter Ketoalkylierung
des Enzyms, so daB fiir die Inaktivierung ein Me-
chanismus analog dem von Michaelis und Menten
angenommen werden kann..
E+I'2E. . ISE-I

-1

Die Schutzwirkungen von NAD* und NADH
unterstiitzen diese Theorie. Ein eindeutiger Beweis
fiir eine Sattigungskinetik ist jedoch recht schwierig;
denn wie Abb. 1 zeigt, verlduft die Inaktivierung
sehr schnell. Messungen in Konzentrationsbereichen
1/5 Ky < I < 5 Kj sind nicht moglich. Bei sehr hohen
Inaktivatorkonzentrationen /> E sollte die Inakti-
vierung nach einer Pseudo-1.-Ordnungsreaktion ver-
laufen.

Die jeweils wenige Minuten nach Start der Inakti-
vierung sichtbar werdenden Abweichungen von
dieser Kinetik werden durch gleichzeitige Hydrolyse
des Bromacetylrestes bewirkt; denn die nichtreak-
tiven Hydrolyseprodukte weisen Coenzymstruktur
auf und konnen reversibel an das aktive Zentrum
des Enzyms angelagert werden. Sie verhindern, éhn-
lich wie zugesetztes NAD, den Angriff des Brom-
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acetyl-Inaktivators an der Sulfhydrylgruppe. Die
Hydrolyse der Bromacetylgruppe wird durch die
Gegenwart des Enzyms beschleunigt; 10 min nach
Beginn der Inaktivierungsreaktion ist ein weiterer
Verlust an Aktivitat nicht mehr zu beobachten.

Diese Zeit ist kiirzer als die Halbwertzeit der
Inaktivatoren von 300 min bei pH 7 [6].

Die Schutzfunktion von NAD* und NADH, der
EinfluB der Substrate GAP und anorganisches Phos-
phat auf die Inaktivierungsreaktion sowie die Iden-
tifizierung von Cystein als angegriffene Aminosdure
sind Hinweise dafiir, da vermutlich Cystein 149
des Enzyms mit der Bromketogruppe unter Ausbil-
dung eines Ketothioethers reagiert.

Unter Verwendung niedriger Inaktivatorkonzen-
trationen, Bedingungen, die einen unspezifischen bi-
molekularen Angriff benachteiligen, zeigt sich, da3
der Inaktivierung in jedem Falle die Modifizierung
von zwei der vier hochreaktiven Sulfhydrylreste zu-
grunde liegt. Dies wird in Abb. S A—C durch die
ausgezogenen Linien verdeutlicht. Obwohl der Ab-
stand zwischen dem Pyrophosphatteil und dem
Bromacetylrest innerhalb der homologen Reihe um
5 A variiert, 14Bt sich kein wesentlicher Unterschied
im Inaktivierungsverhalten erkennen. Die Abweichun-
gen von der Linearitdt im Bereich niedriger Rest-
aktivititen werden auf unspezifischen Einbau — be-
dingt durch hohe Inaktivatorkonzentrationen — zu-
riickgefiihrt. Sie sind besonders ausgepréagt bei den
coenzymatisch unwirksamen Analogen (Abb. 5 A u.
B). Die unterschiedlichen Langen und die Flexibili-
tit der Alkylketten schlieBen sterische Verspannun-
gen zwischen Coenzym- und Substratbindungsstellen
als Ursache der Halbseitenreaktivitit aus. Allge-
meine Ursache der Halbseitenreaktivitit von Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase gegeniiber
den reaktiven Coenzymanalogen kann eine Umla-
gerung im Enzym sein, ausgelost durch die Beset-
zung der Coenzymbindungsstelle und die kovalente
Bindung an die Substratbindungsstelle. Damit iiber-
einstimmend findet Rossmann [7], daB mit 1-Tri-
fluor-3-bromaceton modifizierte GAPDH aus Hum-
mermuskel mit NAD+* Kristalle bildet, deren Struk-
tur sich von der des Apoenzyms, wie auch von der
des bindren NAD-Enzym-Komplexes, unterscheidet.
Die Rontgenstrukturanalyse zeigt eine asymmetri-
sche Struktur von zwei Dimeren im tetrameren En-
zym. Eine solche Asymmetrie zweier Dimerer wird
auch von anderen Arbeitsgruppen postuliert [3, 4,
8-11].
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Durch die Verwendung der homologen Coenzym-
verbindungen gelang es uns nicht, das Ausmaf3 der
Konformationsdnderung zu ermitteln. Eine ausge-
priagte Proteinumfaltung steht im Widerspruch zur
geringen Anderung in der Rontgenstrukturanalyse
[S, 7] und ist zur Erkldrung nicht notwendig; denn
ein einfaches Verdrehen der Peptidkette vermag die
Orientierungsrichtung der beiden reaktiven Cystein-
sulfhydrylreste in den nicht modifizierten Unterein-
heiten so zu dndern, daB sie von der NAD-Bin-
dungsseite her unzugénglich werden.

Experimenteller Teil
Coenzyme und Enzyme

GAPDH, Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydro-
genase (EC 1.2.1.12) aus Kaninchenskelettmuskel
(180 U/mg), wurde nach einer Methode von Ferdi-
nand isoliert [12]. w-(3-Acetylpyridinio)alkyldiphos-
phoadenosin mit Ethyl bis Hexylketten und die ent-
sprechenden Bromacetylverbindungen wurden wie
vorher beschrieben hergestellt [6]. [**C]Carbonyl
markiertes 4-(3-Bromacetylpyridinio) butyldiphos-
phoadenosin wies eine spezifische Radioaktivitit
von 43,7 GBq/mol auf. NAD+, NADH und Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat erhielten wir von der Firma
Boehringer, Mannheim, und Norit A sowie 5,5-
Dithiobis-(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) von der
Firma Serva, Heidelberg.

Die Enzymaktivitit wurde durch die Bildung von
NADH bei 366 nm und 25 °C in einem Photometer
Eppendorf gemessen [13]. Die Proteinkonzentration
konnte spektrophotometrisch mit einem Absorp-
tionskoeffizienten A%&nm = 0,92 oder durch die Bi-
uretreaktion mit einem Faktor von 16,5 [14] bestimmt
werden. Das nucleotidfreie Apoenzym mit einem
Absorptionsverhéltnis A,5,/A,s, = 1,8 erhielten wir
durch Behandeln des Enzyms mit Kohle [15]. Zur
Bestimmung der Coenzymfunktion von w-(3-Ace-
tylpyridinio)alkyldiphosphoadenosin- Verbindungen
wurde das natiirliche Coenzym im Enzymtestansatz
durch die Analogen ersetzt. Die Konzentrationen
variierten zwischen 1/5 bis 5 Ky bzw. Kp-Werten.
K., und kk wurden wie vorher beschrieben be-
stimmt [16].

Enzymmodifizierung

Die Inaktivierung der GAPDH fiihrten wir bei
25°C in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7 durch.
Die Enzymkonzentration betrug ca. 4 mg/ml. Die
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Inaktivatorkonzentration variierte zwischen 0,01 bis
0,2 mM. Die Enzymaktivitat wurde in kurzen Zeitab-
stinden bestimmt und die Reaktion durch Zugabe
von Mercaptoethanol bis zu einer Konzentration von
1 mM gestoppt.

Zur Bestimmung der modifizierten Aminosdure
wurden 3 ml der Enzymldsung (14,4 mg/ml) in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH 6,8 mit 0,5ml 0,01 M
[**C]Carbonyl 4-(3-Bromacetylpyridinio)butyldiphos-
phoadenosin (43,7 GBq/mol) in wiBriger Losung
versetzt. Den Abfall der enzymatischen Aktivitit be-
stimmten wir in kurzen Zeitabstinden. Beim Errei-
chen der gewiinschten Restaktivitdt unterbrach man
durch Zugabe von 0,1 ml 0,1 M Mercaptoethanol-
Losung in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 6,8 die
Inaktivierungsreaktion. Zur Proteinlosung wurden
2 mg Natriumborhydrid gegeben und die Mischung
12 h bei 0°C belassen. Der UberschuB an Nucleo-
tiden, Mercaptoethanol und Borat wurde durch 24-
stiindige Dialyse gegen 0,2 M Natriumphosphatpuf-
fer pH 6,8 entfernt, der Puffer anschlieBend durch
8 M Harnstofflosung, die 2 g Iodacetat pro 1 enthielt,
ausgetauscht. Der Harnstoff wurde dann durch Dia-
lyse gegen Wasser entfernt. Die Proteinlosung wurde
gefriergetrocknet und in Sml 6 N HCI gelost. Die
Hydrolyse erfolgte im geschlossenen Rohr durch
24 Stunden Erwdrmen auf 110 °C, die Salzsdure ent-
fernte man anschlieBend bei 22 °C im Vakuum und
trocknete den Riickstand iiber Kaliumhydroxid. Das
Aminosduregemisch wurde in 1 ml Wasser gelost.
0,05 ml wurden durch Hochspannungselektropho-
rese, Schleicher & Schiill-Papier mgl 2043 b, bei
30 V/cm aufgetrennt. Als Puffer diente ein Gemisch
pH 1,9 aus 100 ml Ameisensdure, 300 ml Essigsdure
und 1,61 Wasser. Die Radioaktivitit wurde durch
Autoradiographie bestimmt und die Aminosdure
durch Ninhydrin und die Iod-Azid-Methode nach-
gewiesen.

Eine Modellverbindung konnte durch Umsatz von
500 mg N-Acetylcystein und 300 mg 4-(3-Bromace-
tylpyridinio)butylphosphat in 0,5 ml Wasser bei 22 °C
hergestellt werden. Nach 2,5 Stunden wurde die
Mischung auf eine Dowex 50 WX 8 Sdule (H*-
Form, 200—400 mesh, 1 x 15 cm) gegeben und nach
Waschen mit 400 ml Wasser die Verbindung in

M. Ehrenfeld er al. - Halbseiten-Reaktivitit der GAPDH

340 ml eluiert. Die Losung wurde bei 30 °C i. Vak.
zur Trockene eingeengt. Die Ausbeute betrug
220 mg (27% d. Th.) eines gelben amorphen Pro-
dukts.

C,sH,,0.N,PS x H,0 (452.2)

Ber. C42,48 HS5,33 N 6,19 O 31,86 P6,86 S 7,08
Gef. C42,19 H5,35 N597 032,51 P7,00 S7,16.

45 mg dieser Verbindung 16ste man in 5 ml Was-
ser und versetzte mit 10 mg Natriumborhydrid. Die
Losung wurde anschlieBend im Vakuum bei 30 °C
getrocknet und der Riickstand mit 5ml 6 N Salz-
sdure 24 h auf 110 °C im geschlossenen Rohr erhitzt.
Die dephosphorylierte Verbindung diente als Ver-
gleichssubstanz fiir die markierte Aminosiure.

Die Sulfhydrylgruppen im aufgefaltenen inaktivier-
ten oder nativen Protein wurden mit DTNB in 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH 7,1 bestimmt [1, 17].
Der Gesamtgehalt an Sulfhydrylgruppen konnte
nach dem Auffalten des Proteins in 8 M Harnstoff
gemessen werden [1, 17]. Die Dissoziationskonstan-
ten wurden mit Hilfe der Gleichgewichtsdialyse nach
Scatchard [18] ermittelt. Die Stoichiometrie des Ein-
baus bei 25 °C wurde durch Inaktivieren mit [**C]-
Carbonyl-markiertem 4-(3-Bromacetylpyridinio)bu-
tyldiphosphoadenosin (3,15 GBq/mol) in 0,2 M Na-
triumphosphatpuffer pH 7 bestimmt. Die Losung
enthielt 2,15 mg Enzym/ml, die Inaktivatorkonzen-
tration betrug 0,14 mM. Durch Zugabe von Mercap-
toethanol bis zu 5 mM wurde die Reaktion unterbro-
chen, Protein durch Zugabe von Trichloressigsdure
3 M gefillt und die Losung durch Whatman Glasfil-
ter GFC filtriert. Die Filter wurden in ein Szintilla-
torglas gegeben und mit 10 ml Szintillatorlésung [19]
versetzt. Die Radioaktivitit bestimmten wir in einem
Packard Tricarb-f-Liquid-Scintillation-Spectropho-
tometer.

Zur Bestimmung des Einflusses von NAD wurde
die Inaktivierungsmischung mit dem natiirlichen Co-
enzym bis zu | mM versetzt.

Substratschutz fithrten wir in Triethanolamin/HCI-
bzw. Phosphatpuffer pH 7,0 durch, welcher 5 mM
an Glycerinaldehyd-3-phosphat war. Die Esterase-
aktivitit bestimmte man mit p-Nitrophenylacetat
[20].
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