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Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus glykosidspaltender Enzyme, VIII[1]

Anzahl der aktiven Zentren der 2-Glucosidasen A und B aus dem
Siimandel-Emulsin durch Fluoreszenzmessungen*

Giinter Legler und Felix Witassek**

(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1973)

Zusammenfassung: Die -Glucosidase A aus dem
SiiBmandel-Emulsin bildet mit 1,8-Anilinonaphtha-
linsulfonsdure (ANS) einen 1:1-Komplex, die £-
Glucosidase B mit 2,6-Toluidinonaphthalinsulfon-
sdure (TNS) einen Komplex, wahrscheinlich im
Verhiltnis 1:4 (nichtdquivalente Bindungsstellen).
Beide Komplexe fluoreszieren stark. Die Bindungs-
stellen fiir diese Reagenzien fallen nicht mit den Sub-
stratbindungsstellen zusammen. Bei der Bindung des
kompetitiven [nhibitors pb-Glucono-3-lacton an die
Enzym-Farbstoff-Komplexe wird deren Fluores-
zenz erhoht (bei Glucosidase A) bzw. erniedrigt
(Glucosidase B). Aus der Konzentrationsabhidngig-
keit der Fluoreszenzinderung wurde dic Anzahl der
Lactonbindungsstellen fiir A zu 2.2 und fiir B zu
0.9 bezogen auf ur = 135000 bzw. 90000 bestimmt.
Die auf Grund der Fluoreszenzinderung ermittel-
ten Dissoziationskonstanten fiir die Bindung des
Lactons von 0.016mm bzw. 0.20mm stehen in guter
Ubereinstimmung mit den kinetisch bestimmten
Inhibitor-Konstanten von 0.019mMm bzw. 0.22mm.

Die Inaktivierung der beiden Glucosidasen mit 6-
Brom-6-desoxycondurit-B-epoxid in Gegenwart
von ANS bzw. TNS fiihrt zu einer zeitabhdngigen
Fluoreszenzzunahme bzw. -abnahme, deren Ver-
lauf der Aktivitatsabnahme parallel geht, wenn man
die vor der Inaktivierungsreaktion stattfindende
Bildung eines nichtkovalenten Enzym-Epoxid-
Komplexes beriicksichtigt.

Folgende Verbindungen wurden auf ihr Hemm-
verhalten gegeniiber der P-Glucosidase A unter-
sucht: 5-Amino-5-desoxy-p-gluconsidurelactam, 2-
Desoxy-scyllo-inosose, scyllo-Inosose, p-Nitrophe-
nyl-B-p-1-thioglucopyranosid, p-Nitrophenyl-$-b-
xylopyranosid, «- und £-Glucose. Wihrend scyllo-
Inosose und Glucose praktisch nicht hemmten,
zeigten die anderen Verbindungen Kj-Werte von
1.2 bis 3.2mM. Die im Vergleich zum p-Glucono-3-
lacton sehr viel schwachere Hemmung durch die
beiden ersten Verbindungen zeigt, daf3 der Ring-
sauerstoff des Lactons nicht durch sterisch dqui-
valente Gruppen ersetzbar ist und wahrscheinlich
an der Bindung zum Enzym beteiligt ist.
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Summary: -Glucosidase A from sweet almonds
forms a 1:1 complex with 1,8-anilinonaphthalene
sulfonic acid (ANS), B-glucosidase B a complex

with 2,6-toluidinonaphthalene sulfonic acid (TNS)
probably 1:4, non-equivalent binding sites. Both

complexes show strong fluorescence. The binding
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sites for these reagents do not coincide with the
binding sites for substrate. Binding of the competi-
tive inhibitor p-glucono-3-lacton increases (with A)
or decreases (with B) the fluorescence of the enzyme-
dye complex. The number of lacton binding sites
based on a molecular weight of 135000 and 90000
respectively was determined as 2.2 for A and 0.9
for B from the change in fluorescence with lacton
concentration. The dissociation constants for lacton
binding as determined from the change in fluores-
cence (0.016mm for A and 0.20mm for B) are in
good agreement with the inhibitor constants deter-
mined by kinetic measurements in the absence of
dye (0.019 and 0.22mm respectively).

Inactivation of both glucosidases by 6-bromo-6-
deoxyconduritol B epoxide in the presence of ANS
or TNS caused a time-dependent increase (with A)
or decrease (with B) of fluorescence. This change in
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fluorescence parallels the loss of activity if the for-
mation of a non-covalent enzyme-epoxide complex
before the inactivation reaction is taken into ac-
count.

The following compounds were tested for their in-
hibitory properties with $-glucosidase A : 5-amino-
5-deoxy-D-gluconolactam, 2-deoxy-scyllo-inosose,
scyllo-inosose, p-nitrophenyl-B-p-1-thioglucopyra-
noside, p-nitrophenyl-£-D-xylopyranoside, «- and
B-p-glucose. The inhibitor constants of these com-
pounds ranged from 1.2 to 3.2mm with the excep-
tion of scyllo-inosose and glucose, which were
practically non-inhibitory. The inhibition by the
first two compounds is much less than that by D-
glucono-38-lacton. This shows that the ring oxygen
of the lacton cannot be replaced by other sterically
equivalent groups. The oxygen is probably involved
in the binding of the lacton to the enzyme.

Bei der Markierung des aktiven Zentrums der P-
Glucosidasen A und B aus dem SiiBmandel-Emul-
sin mit radioaktivem 6-Brom-6-desoxycondurit-B-
epoxid hatten wir festgestellt, dal3 A, bezogen auf
ein Molekulargewicht von 135000 zwei aktive Zen-
tren enthdlt wihrend bei B (ur = 90000) ein aktives
Zentrum gefunden wurde(2], Inzwischen erschienen
zwei Arbeiten von Kleinschmidt et al.[3:4] in denen
die Aufspaltung dieser Glucosidasen durch Na-
trinmdodecylsulfat untersucht wird. In bezug auf
die Glucosidase A stimmen die Ergebnisse mit
unseren Befunden iiberein, wihrend bei B Unter-
schiede vorhanden waren.

Wir haben deshalb versucht, das Problem durch
eine Untersuchung der Bindungs-Stochiometrie ge-
eigneter kompetitiver Inhibitoren zu kldren. Solche
Inhibitoren miissen eine Bindungskonstante von
iiber 104mM~1 haben, da man sonst gezwungen ist, mit
sehr hohen Enzymkonzentrationen zu arbeiten.
Diese Voraussetzung erfiillt von den bekannten
Inhibitoren nur das p-Glucono-3-lactonl5], Da
dieses Lacton fiir Bindungsstudien mit Hilfe der
Gleichgewichtsdialyse oder Gelchromatographie zu
instabil ist, versuchten wir, seine Struktur durch
Austausch des Ring-Sauerstoffs gegen -NH- oder
-CHg- so abzuwandeln, daB eine Ringoffnung nicht
mehr stattfinden kann. Die geschilderte Modifizie-
rung fiihrte jedoch zu einer so starken Herabsetzung
der Inhibitorwirkung, daB wir auf das Glucono-
lacton zuriickgreifen und fiir die Untersuchung der
Bindungs-Stochiometrie eine andere Methode
heranziehen muften.

Bei der Wechselwirkung zwischen Enzym und In-
hibitor ist damit zu rechnen, daB Konformations-
dnderungen nicht nur am aktiven Zentrum statt-
finden sondern, wenn auch in viel geringerem Aus-
maf, an anderen Stellen des Enzymmolekiils. Ein
Nachweis so kleiner Konformationsinderungen ist
in vielen Fillen dadurch moglich, daf3 sich das
Fluoreszenzverhalten von adsorbierten Farbstoff-
molekiilen bei der Komplexbildung mit dem Inhi-
bitor éndert[6], Solche Fluoreszenzfarbstoffe zeigen
meist in wiaBlriger Losung eine sehr niedrige Fluores-
zenz wihrend in einem Medium mit niedriger Di-
clektrizitidtskonstantc die Quantenausbeute stark
erhoht ist und sich das Fluoreszenzmaximum nach
kleineren Wellenlidngen verschiebt. Bei der Bindung
des Farbstoffs an eine hydrophobe Stellc des Pro-
teinmolekiils wird man also eine Fluoreszenzver-
stirkung beobachten. lhr AusmaB kann durch
Konformationsidnderungen beeinflult  werden,
wenn diese eine Verdnderung der Umgebung der
Bindungsstelle zur Folge haben. Sind die Bindungs-
stellen des Proteinmolekiils nicht mit Farbstoff ge-
séttigt, so kann zusétzlich eine durch die Konfor-
mationsinderung bedingte Veridnderung der Dis-
soziationskonstante des Enzym-Farbstoff-Kom-
plexes zu einer Fluoreszenzinderung fiihren.

Die Uberpriifung einiger handelsiiblicher Fluores-
zenzfarbstoffe ergab, daB 1,8-Anilinonaphthalin-
sulfonsdure (ANS) sowohl mit der Glucosidase A
als auch mit B einen fluoreszierenden Komplex
bildet. 2,6-Toluidinonaphthalinsulfonsidure (TNS)
reagierte mit A nicht, bildete aber mit B einen stark
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fluoreszierenden Komplex. Da dessen Fluoreszenz
starker war als die mit ANS wurde fiir die weiteren
Messungen ANS in Verbindung mit der Gluco-
sidase A verwendet wihrend B zusammen mit TNS
untersucht wurde. In beiden Féllen wurde die
Fluoreszenz verandert durch die Komplexbildung
mit p-Gluconolacton und durch die Reaktion des
Enzyms mit dem am aktiven Zentrum angreifenden
6-Brom-6-desoxycondurit-B-epoxid. Uber die Aus-
wertung dieser Versuche zur Ermittlung der Bin-
dungsstochiometrie von p-Gluconolacton soll in
der vorlicgenden Arbeit berichtet werden.

Beschreibung der Versuche

Reagentien: p-Nitrophenyl-B-p-glucopyranosidl}, p-
Nitrophenyl-8-p-xylopyranosid(8], p-Nitrophenyl-B-p-1-
thioglucopyranosidl®), scyllo-Inosose!10), 6-Brom-6-des-
oxycondurit-B-epoxid(2), p-Glucono-3-lacton (Merck,
Darmstadt), ANS, Magnesiumsalz und TNS, Kalium-
salz (Serva, Heidelberg).

5-Amino-5-desoxy-D-gluconsdiure-3-lactam

Da nach der von Inouye et al.[1] angegebencn Vor-
schrift zur Oximierung der 5-Ketogluconsidure kein
Oxim erhalten werden konnte, wurde wie folgt verfah-
ren: 3.5 g Kaliumsalz der 5-Keto-p-gluconsiure (Merck,
Darmstadt) gelost in 30 m/ Wasser wurden mit 1.4 g
Hydroxylamin-hydrochlorid und 2.3 g Natriumacetat
4 h auf 50°C erwirmt und iiber Nacht bei Raumtempe-
ratur stehen gelassen. Nach Zugabe von 0.5 g frisch
bereitetem Raney-Nickel wurde bei Normaldruck hy-
driert, bis diec Wasserstoffaufnahme beendet war. Die
vom Katalysator befreite Lésung wurde wie 1.c.[11] an-
gegeben von anorganischen Salzen befreit, das so er-
haltene Gemisch der Methylester-hydrochloride der 5-
Amino-5-desoxy-L-idonsdure und 5-Amino-5-desoxy-D-
gluconsdure in dic Lactame umgewandelt, die dann
durch fraktionierte Kristallisation getrennt wurden.
Ausbeute 47 mg (14.5% bezogen auf das Gemisch der
Methylester-hydrochloride), Schmp.: 190—~5°C (Zers.),
[«]F: 570 (c = 1.0, in Wasser). Literaturwerte(111:
Schmp. 202 —4, [«]% 60° (in Wasser).

CgH11NOs5 (179.2) Ber. C40.7 H 6.3.

Gef. C40.5 H6.3

2-Desoxy-scyllo-inosose

a) 6-Desoxy-DL-chiro-inosit: 0.3 g (1, 2, 4/3, 5, 6)-6-
Bromcylohexanpentol(12] wurden in 20 m/ Wasser gelost
und mit 3 g amorphem Nickel(!3] und 0.5 g Amberlite
IR 4 B (freie Base) bei Normaldruck hydriert, bis kein
Wasserstoff mehr aufgenommen wurde. Das Filtrat
wurde mit Dowex 50 (H®-Form) von geldstem Nickel
befreit, mit Amberlite IR 4 B neutralisiert und auf 2 m/
eingeengt. Auf Zusatz von 10 m/ Athanol trat Kristalli-
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sation ein. Ausbeute: 0.18 g. Die Substanz enthielt kein
Brom.

Zur Charakterisierung Giber das NMR-Spektrum wurde
mit Acetanhydrid/1 % konz. H2SO4 das Pentaacetat
dargestellt. Schmp. 120—1219C (aus Athanol/Wasser).

b) 2-Desoxy-scyllo-inosose: 0.2 g 6-Desoxy-chiro-inosit
gelost in 30 m/ Wasser wurden mit 150 mg Platin-
katalysator bei 90°C durch Einleiten von Sauerstoff
oxidiert(10], Nach ca. 6 h war die Hauptmenge des Aus-
gangsmaterials verbraucht (papierchromatischc Kon-
trolle im System Aceton/Wasser 6:1, Anfarbung mit
Silbernitrat/Natronlaugel141), Da durch Eindampfen im
Vak. keine kristalline Substanz erhalten werden konnte
und noch mehrere unpolare Nebenprodukte entstanden
waren, wurde das Oxidationsprodukt durch Chromato-
graphie an 40 g Cellulosepulver (Whatman, Standard
Grade) in Aceton/Wasser 6:1 gereinigt. Chromatogra-
phisch einheitliche Fraktionen wurden vereinigt und im
Vak. eingedampft. Kristallisationsversuche aus wenig
Wasser und Zusatz von Methanol, Athanol oder Aceton
waren ohne Erfolg. Ausbeute: 95 mg an glasig amorpher
Substanz. Der Inososegehalt, bestimmt mit Fehling-
scher Losungl10)) betrug 929%. Tetraacetat, hergestellt
wie oben, Schmp. 147—150°C (Zers.) (aus Athanol/
Wasser).

Ci4H1809 (330.3) Ber. C 509 H 5.49
Gef. C50.7 HS5.5

Das Desoxyinositpentaacetat zeigte folgendes NMR-
Spektrum (Varian A 60, Losungsmittel CDClg, innerer
Standard Tetramethylsilan, Integration normiert auf
15 Acetylprotonen):

Multiplett bei 8.7 « 1.9 Protonen -CH2-Gruppe

Singulett bei 8.0 = 11.8 Protonen dquatoriales
Acetyl
Singulett bei 7.85 7 3.2 Protonen axiales Acetyl

Multiplett bei 4.5—5.2 = 4.9 Protonen CH-O-
Gruppen

Im NMR-Spektrum des Desoxyinososetetraacetats war
das Signal der CH2-Gruppe wegen der benachbarten
Carbonylgruppe verschoben auf etwa 7.9 ~ und dadurch
nicht mehr getrennt von den Acetylsignalen integrierbar.
Die Integration wurde deshalb normiert auf 14 Protonen
im Bereich von 7.7—8.1 t. Gefunden wurden 3.6 Pro-
tonen im Bereich von 4.3 bis 5.2 = (berechnet 4.0) und
14 Protonen von 7.67 bis 8.1 =. Im Bereich der Acetyl-
protonen fanden sich Singuletts bei 7.83, 7.98 und 8.03 ©
im Verhiltnis 1:2:1, die wir den Acetoxygruppen an
C-6,C-3 und C-5 und an C-6 zuordncn.

Isolierung der p-Glucosidasen A und B

Es wurde wie bei l.c.!2! verfahren, wobei das gleiche
Rohenzym als Ausgangsmaterial diente. Fiir die reinen
Enzyme wurden folgende spezifische Aktivitdten gefun-
den: A72 U/mg, B 610 U/mg (mit 0.02m p-Nitrophenyl-
f-p-glucopyranosid bei pH 5.0 bzw. 6.0 und 35°C).
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Fluoreszenznws.smlgen

Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren von ANS und
TNS und ihre Wechselwirkung mit den f3-Glucosidasen
erfolgte mit einem Zeiss-Spektralphotometer PMQ 11
mit Fluoreszenzzusatz ZMF 4; Anregung bei 365 nm
(Filter M 365). Zur reproduzierbaren Einstellung von
Spaltbreite und Verstarkung diente der zum Gerét ge-
horende Fluoreszenzkorper, dessen Fluoreszenzintensi-
tdt durch ein gelochtes Metallblech auf die Hilfte redu-
ziert war.

Die Messungen erfolgten in 0.05Mm Natriumacetat/HCI,
pH 5.0, (Glucosidase A) bzw. pH 6.0 (Glucosidase B).
Volumeninderungen, die bei der Zugabe konzentrierter
Farbstoff- bzw.- Enzymlosung zur vorgelegten zweiten
Komponente auftraten, wurden rechnerisch berticksich-
tigt. Die Fluoreszenz wurde auBlerdem korrigiert beziig-
lich der Absorption des anrcgenden Lichtes in der
Losung:

_ Fgem, X 2.3 X Ex X
Frore = 0 Ez (1= 102 5)

E = Extinktion der Losung bei 365 nm; d = Schicht-
dicke der Kiivette; x = Breite der Austrittsoffnung fiir
das Fluoreszenzlicht.

Bei der Titration des Enzym-Farbstoffkomplexes mit
D-Gluconolacton wurde fir jeden zweiten MeBpunkt
eine frisch hergestellte Lactonlosung verwendet, um den
durch die Hydrolyse des Lactons bedingten Fehler
moglichst klein zu halten (Hydrolysegeschwindigkeit
unter den Versuchsbedingungen 0.9 %/min).

Bei der Untersuchung der Reaktion der Glucosidasen
mit 6-Desoxy-6-bromcondurit-B-epoxid wurden Enzym,
Farbstoff und Inaktivator unter den in Abb. 9 angege-
benen Bedingungen in der Fluoreszenzkiivette inkubiert.
Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben zur Aktivi-
tatsbestimmung entnommen und die Fluoreszenz ge-
messen. Da die Fluoreszenz des Enzym-Farbstoff-Kom-
plexes bei linger andauernder Bclichtung nicht stabil
war, wurde die Klvette bei jeder Fluoreszenzmessung
nur fiir wenige Sekunden in den Strahlengang des Ge-
réites gebracht. Die Strahlenbelastung wihrend der Ver-
suchsdauer konnte so auf ein nicht mehr storendes
AusmaB reduziert werden.

Ergebnisse und Diskussion

Hemmwirkung der Inhibitoren

Bei der kinetischen Untersuchung mit g-Nitro-
phenyl--p-glucopyranosid als Substrat zeigten die
in Tab. 1 aufgefiihrten Verbindungen im Line-
weaver-Burk-Diagramm mit Ausnahme der scyllo-
Inosose das fiir kompetitive Inhibitoren charakte-
ristische Hemmverhalten. Ein Vergleich des D-
Gluconolactons mit den anderen Inhibitoren deutet
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Tab. 1. Kompetitive Hemmung der -Glucosidase A.
Inhibitorkonstanten ermittelt aus Lineweaver-Burk-
Diagrammen mit p-Nitrophenyl-8-p-glucopyranosid
(Nph--p-Glcp) als Substrat bei 35C und pH 5.0.

Inhibitor Ki
[mmol//]
p-Glucono-3-lacton 0.031
p-Glucono-3-lacton (bei 25°C) 0.019
5-Amino-5-desoxy-p-gluconsédurelactam 1.2
2-Desoxy-scyllo-inosose 1.6
scyllo-Inosose > 10
p-Nitrophenyl--p-1-thioglucopyranosid 1.3
p-Nitrophenyl--p-xylopyranosid 3.2
B-Glucose 15
a-Glucose 35
Nph-8-p-Glep (K,,) 1.3

darauf hin. daB der Austausch des Ringsauerstoffs
gegen eine NH- oder CH2-Gruppe mit ciner starken
Beeintrachtigung der Affinitdt zum Enzym verbun-
den ist. Wie aus der Dissoziationskonstanten fiir
das p-Nitrophenyl-8-p-xylopyranosid hervorgeht.
liefert die CH2-OH-Gruppe der Glucose keinen
wesentlichen Beitrag zur Bindung, so daf} ein Ver-
gleich von Glucose- und Inositderivaten berechtigt
ist. Allerdings wird sowohl beim Xylosid als auch
beim Thioglucosid die Bindung an das Enzym durch
den Arylrest stark tegiinstigt, da Arylglucoside
trotz leichterer Spaltbarkeit eine sehr viel kleinere
Michaelis-Konstante haben als die nicderen Alkyl-
glucoside*.

Wechselwirkung mit Fluoreszenzfarbstoffen

Wie bei der Bindung an andere Proteine fiihrt auch
die Wechselwirkung mit den £-Glucosidasen des
SiiBmandel-Emulsins bei ANS und TNS zu einer
Verschiebung des Fluoreszenzmaximums nach kiir-
zeren Wellenldngen und zu einer betrdchtlichen
Steigerung der Quantenausbeute verglichen mit der
wilrigen Losung (Tab. 2). Man wird also hier
dhnliche Bindungsverhiiltnisse annehmen kénnen,
wie sie von McClure und Edelman(6] diskutiert
werden.

Um zu priifen, ob die Fluoreszenzfarbstoffe in
direkter Nachbarschaft des aktiven Zentrums ge-
bunden werden, wurde die Beeinflussung der En-
zymaktivitdat durch ANS und TNS untersucht. Dic

* Legler, G. (1972) unveréffentlicht.
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Tab. 2. Fluoreszenzverhalten von ANS und TNS.
7 |
i 0.04 — — Fluoreszenz- Relative
TE L”‘ | maximum Fluoreszenz®
€ 002 — b (nm]
S ANS TNS AN NS
g 002 — L—7 | 5 T
g U -
S [ 0.05M Na-Acetat/
N HCI pH 6.0 525 510 1 1
= 001 + Glucosidase A 490 455 1000 350
+ Glucosidase B 525 450 1 140V
50 100 150 200 . . . .
ISTImol)—m Die Zahlen in Gegenwart von Enzym beziehen sich auf

Abb. 1. Einflul von ANS auf die Hydrolyse von Nph-
B-D-Glep durch Glucosidase A bei pH 5.0 und 25°C
a) ohne ANS, b) 0.11mM ANS, c¢) 0.206mm ANS.

mit der Glucosidase A und ANS erhaltenen Ergeb-
nisse sind in Abb. 1 dargestellt. Die Aktivitat der
Glucosidase B wurde durch TNS bis zu einer Kon-
zentration von 2 x 10~4M nicht beeinfluf3t.

Das in Abb. 1 dargestelite Hemmverhalten ent-
spricht eigentlich der klassischen unkompetitiven
Hemmung, bei der der Inhibitor nur mit dem En-
zym-Substrat-Komplex reagiert. So wie die Be-
einflussung der Fluoreszenz durch das Enzym zeigt,
tritt jedoch eine Komplexbildung auch in Abwesen-
heit von Substrat ein. Ein analoges Verhalten wurde
von Christian und Janetzko[15] bei der Acetyl- und
Butyrylcholinesterase und ANS beobachtet und
durch eine allosterische Beeinflussung des Enzyms
gedeutet, bei der die geschwindigkeitsbestimmende
Abspaltung des Reaktionsproduktes gehemmt wird.

die Fluoreszenz der gebundenen Farbstoffmolekiile,
deren Anteil auf Grund der Dissoziationskonstanten
und der Anzahl der Bindungsstellen berechnet wurde.

b Berechnet mit Kpiss = 2.1uM.

Eine andere Erkldrung fiir das Auftreten eines
parallelen Hemm-Musters im Lineweaver-Burk-
Diagramm wurde von Frieden(16] gegeben. Es tritt
danach immer dann auf, wenn das Verhéltnis der
Dissoziationskonstanten von Enzym-Inhibitor- und
Enzym-Inhibitor-Substrat-Komplex gleich ist dem
Verhiltnis der Geschwindigkeitskonstanten fiir die
Produktbildung aus Enzym-Substrat-Komplex und
dem terndren Komplex. Unabhingig von der Deu-
tung der Ergebnisse 148t sich jedoch sagen, daB eine
direkte Konkurrenz zwischen Substrat bzw. kom-
petitivem Inhibitor und den Fluoreszenzfarbstoffen
nicht stattfindet.

Die Titration der beiden Glucosidasen mit ANS
und TNS hatte das in Abb. 2 wiedergegebene Er-
gebnis. Die trotz Absorptionskorrektur beobachtete

* 200 Y /:// Y
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g 150- ] / ~5
g 100 s -\ V -~
W
2w //(/ \ /\ \
V4 \ / \
- R R ~ 3

g [ANS] ——

lg[TNS] —>—

Abb. 2. Titration der Glucosidasen mit Fluoreszenzfarbstoffen.
a) 1.2um Glucosidase A mit ANS (mol/l), b) 2.0uM Glucosidase B mit TNS (mol//).
—e— Gemessene Werte, —o— nach Korrektur fiir Absorption des anregenden

Lichtes durch ANS bzw. TNS.
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Abnahme der Fluoreszenz mit steigender Farb-
stoffkonzentration kann durch Energielibertragung
von adsorbierten auf geloste Farbstoffmolekiile
oder durch Bildung angeregter Farbstoff-Dimere
(Excimere) bedingt sein{!?). Nimmt man an, daB
die Fluoreszenz bei Sittigung des Enzyms mit Farb-
stoff den extrapolierten Wert von Abb. 2 erreicht,
so erhélt man bei der Darstellung nach Abb. 3 eine

10 B2

7|

05 6;/
/

o¥ ¢
s | | A
-05
4
-6 -5 -4 -3
(g[ANS] bzw. (g [TNS] —wm

Abb. 3. Bestimmung der Dissoziationskonstanten der
Enzym-Farbstoff-Komplexc.
Fkorr.

Feo
korrigierte Fluoreszenz, Feo = extrapolicrte Fluores-
zenz (vgl. Abb. 2).

—o— 1.2uM Glucosidase A und ANS, --0-- 2.0um
Glucosidase B und TNS.
Kpiss = 1.5%10-5M. ANS bzw. TNS in mol//.

Dissoziationsgrad berechnet nach o = + Frorre.=

10 1712 13 14 15 16
70-¢
(1—a) XL

Abb. 4. Bindung von ANS an Glucosidase A, Darstel-
lung nach Klotz et al.[18],
P = Enzymkonzentration (mol//), L = ANS-Konzen-
tration (mol/l), o = Sittigungsgrad ermittelt durch
Titration von 8.8 X 10-"M ANS mit Glucosidase A.
Die berechnete Regressionsgerade liefert Kpiss = 1.3 %
10-5m, Anzahl der Bindungsstellen n = 1.1.
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Gerade mit der Steigung 1.0, aus deren Abszissen-
schnittpunkt die Dissoziationskonstanten der En-
zym-Farbstoff-Komplexe ermittelt wurden. Die
Richtigkeit dieser Berechnung wird fiir die Gluco-
sidase A bestatigt durch die bei der Bestimmung der
Anzahl der Farbstoff bindungsstellen nach Klotz et
al.[18] erhaltenen Dissoziationskonstante (Abb. 4).
Die Fluoreszenz (F) der gebundenen Farbstoff-
molekiile wurde hier durch Titration einer 0.88um
ANS-Losung mit Glucosidase A ermittelt (Extra-
polation im praktisch linearen Diagramm 1/F gegen
1/[Enz]).

Bei der Glucosidase B ergab die entsprechende
Titration (Abb. 5) einen Grenzwert fiir die Fluores-
zenz des gebundenen Farbstoffs, aus dem nach
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Abb. 5. Reziproke Darstellung der Fluoreszenztitration
von 45uM TNS mit B-Glucosidasc B in 0.05M Acetat-
puffer, pH 6.0.

—e— gemessene Werte, — — — berechneter Verlauf
mit vier identischen und unabhingigen Bindungsstellen
mit K])iss = 8.|[J-M.

Daniel und Weber(191 die Anzahl der Bindungs-
stellen zu 2.9 ermittelt wurde (Abb. 6). Dieses Ver-
fahren ist jedoch nur fiir Bindungsstellen mit glei-
chem Fluoreszenzverhalten anwendbar. Bei unter-
schiedlicher Affinitat der Bindungsstellen werden
diese bei groBem UberschuB an Protein (Bestim-
mung von F,) im umgekehrten Verhéiltnis ihrer
Dissoziationskonstanten besetzt. Zeigen die Ligan-
denmolekiile bei der Bindung an Stellen hoher
Affinitiit eine geringere Fluoreszenzverstirkung als
an Stellen niederer Affinitit, so ist der Grenzwert
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Abb. 6. Bestimmung der TNS-Bindungsstellen der £-

Glucosidase B nach Daniel und Weber!19! aus den

Daten der Fluoreszenztitration Abb. 5.

Anzahl der pro Enzymmolekil gebundenen Farbstoff-

molekiile v = (F/Foo)/(Ltot.] Piot.). Liot. und Pior. Ge-
samtkonzentration von TNS bzw. Enzym.

(FIFoo)/(Liot./Piot.) kleiner als v und umgekehrt. Die
in Abb. 3 gefundene Steigung von 1.17 an Stelle
von 1.0 spricht fir den zuerst genannten Fall. Auch
der Unterschied zwischen berechnetem und gefun-
denem Fluoreszenzverlauf (Abb. 5) stimmt mit die-
ser Interpretation iiberein.

Wiire die grofBlere Steigung in Abb. 3 bedingt durch
positive Kooperativitit bei der TNS-Bindung, so
fithrt das Verfahren von Daniel und Weber eben-
falls nur zu korrekten Werten von v, wenn die
Fluoreszenzverstirkung unabhingig von der ko-
operativen Erhohung der Affinitit und fiir alle
Bindungsstellen gleich ist. Eindeutige Aussagen
sind nur unter Zuhilfenahme anderer Methoden,
z. B. Gleichgewichtsdialyse, moglich, fiir die je-
doch nicht geniigend Enzymmaterial zur Verfiigung
stand.

Die Titration der Enzym-Farbstoff-Komplexe mit
»-Glucono-3-lacton hatte das in Abb. 7 wiederge-
gebene Ergebnis. Wegen der starken Absorption
des anregenden Lichtes durch die Farbstoffe wurde
nicht bei Farbstoffsdttigung gearbeitet sondern bei
der Farbstoff konzentration, die dem gemessenen
Fluoreszenzmaximum (Abb. 2) entsprach. Der
Sattigungsgrad des Enzyms betrug dabei 809
(Glucosidase A) bzw. 929 (Glucosidase B). Die
aus den Titrationskurven ermittelten Dissoziations-
konstanten fir den Enzym-Inhibitor-Komplex
stehen in sehr guter Ubereinstimmung mit dem
durch kinetische Messungen mit p-Nitrophenyl-£-
D-glucopyranosid in Abwesenheit der Farbstoffe
erhaltenen Werte. Wie schon bei der Untersuchung
der Hemmwirkung der Farbstoffe festgestellt wurde,
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Abb. 7. Titration von 7um B-Glucosidase A (a) bzw.
8uM B-Glucosidase B (b) mit b-Glucono-3-lacton (mol//)
in Gegenwart von 42pM ANS bei pH 5.0 (a) bzw. 35um
TNS bei pH 6.0 (b) und 25°C.

Kpiss = 0.016mm (a) und 0.20mm (b). Die kinetische
Bestimmung der Inhibitorkonstanten in Abwesenheit
von ANS (a) bzw. TNS (b) mit p-Nitrophenyl-8-p-
glucopyranosid als Substrat ergab K; = 0.019mM (a)
bzw. 0.22mm (b).

hat die Komplexbildung mit ANS bzw. TNS einc
nur geringfiigige, an der Grenze der Mefgenauig-
keit liegende Wirkung auf die Substratbindungs-
stelle.

Um festzustellen, ob die bei der Lactonbindung auf-
tretende Fluoreszenzinderung evtl. durch eine
Anderung der Bindungskonstante des Farbstoffs
bedingt ist, wurde die Titration des Enzyms mit
Farbstoff in Gegenwart von 3 x 10~3m Lacton wie-
derholt. Die Titrationskurven waren, wenn man die
hohere bzw. niedrigere Fluoreszenz des ternéiren
Komplexes beriicksichtigt, die gleichen wie die in
Abb. 2 dargestellten. Die durch eine Anderung der
Fluoreszenz erkennbare Verinderung der Farb-
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Abb. 8. Modifiziertes Scatchard-Diagramm der Lacton-
bindungsdaten fiir p-Glucosidase A (a) und fir B-
Glucosidase B (b) (vgl. Abb. 7a und b).

Gesamte Lactonkonzentration Liot.,
Fo—F

Sittigungsgrad o = -,_:()—_—F:— .

Aus dem Ordinatenschnittpunkt erhilt man fir die An-
zahl der Lactonbindungsstellen n = 2.2 (a) bzw. 0.9 (b).

stoffbindungsstelle hat also keinen meBbaren Ein-
fluB auf die Komplexbildung.

Die Bestimmung der Anzahl der Lactonbindungs-
stellen erfolgte nach Scatchard[20] (Abb. 8). Das
Ergebnis von zwei Bindungsstellen bei der Gluco-
sidase A und einer Bindungsstelle bei der Gluco-
sidase B bestitigt die bei der Markierung der beiden
Glucosidasen mit 6-Desoxy-6-bromcondurit-B-epo-
xid erhaltenen Ergebnisse. Die bei der Glucosidase
B vorhandenen Differenzen gegeniiber den Ergeb-
nissen von Kleinschmidt et al.[3] lassen sich noch
nicht erklaren. Moglicherweise zeigt dieses Enzym
bei der Gelelektrophorese in Gegenwart von Na-
triumdodecylsulfat ein anomales Verhalten, das
eine Dissoziation in Untereinheiten vom pr= 67000
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vortiuscht, denn die Autoren finden fiir das native
Enzym sowohl in der Ultrazentrifuge als auch bei
der Gelelektrophorese nach Hedrick und Smith[2!]
ein pr = 90000 bzw. 88000 und 85000.

Zu diskutieren bleibt noch der Befund, daB fiir die
aus zwei identischen Untereinheiten aufgebaute
Glucosidase A[3] nur eine Bindungsstelle fiir ANS
gefunden wurde. Es ist anzunehmen, daB3 diese
Bindungsstelle von beiden Untereinheiten gemein-
sam gebildet wird. Eine Dissoziation in die Unter-
cinheiten tritt erst bei der Behandlung mit Natrium-
dodecylsulfat ein. Analoge Verhiltnisse wurden von
Dickinson(22] bei der Alkohol-Dehydrogenase aus
Hefe gefunden, die aus vier identischen Unterein-
heiten besteht und nur zwei Bindungsstellen fiir
ANS besitzt,

Wir haben dann noch die Reaktion des 6-Desoxy-
6-bromcondurit-B-epoxids mit den Glucosidasen
A und B in Gegenwart der Fluoreszenzfarbstoffe
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 9 darge-
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Abb. 9. Reaktion von 2.5uM B-Glucosidase A (a) bzw.
2.0uM B-Glucosidase B (b) mit 0.1mm (a) bzw. 0.2mm (b)
6-Brom-6-desoxycondurit-B-epoxid in Gegenwart von
42uM ANS bei pH 7.0 (a) bzw. 50uM TNS bei pH 6.0 (b)
und 259C,

o—o0 Relative Fluoreszenz, ——e —- % Inaktivierung
bzw. Restaktivitit.
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stellt. Die scheinbar schlechte Korrelation zwischen
Aktivititsabnahme und Fluoreszenzinderung ist
wahrscheinlich auf die sehr rasche Bildung eines
nichtkovalenten Enzym-Epoxid-Komplexes zuriick-
zufiithren, an die sich die eigentliche Inaktivierungs-
reaktion anschlieBt. Mit den friither(*2] bestimm-
ten Dissoziationskonstanten fiir diesen Komplex
von 0.4mm (Glucosidase A) und 1.0mm (Gluco-
sidase B) ergibt sich, dafl zu Beginn der Reaktion
24 9% bzw. 17% des Enzyms in Form des Komplexes
vorliegen. Diese Werte stehen in guter Uberein-
stimmung mit der raschen Fluoreszenzinderung zu
Beginn der Reaktion. Die im Vergleich zum b-
Glucono-3-lacton geringere Fluoreszenzinderung
auch nach vollstindiger Umsetzung diirfte auf die
abweichende Struktur des Epoxids bzw. seines Um-
wandlungsproduktes zuriickzufiihren sein.

Bei den orientierenden Versuchen mit ANS und
der Glucosidase B hatte sich gezeigt, daB3 die Flu-
oreszenz dieses Komplexes bei der Bindung des
p-Glucono-3-lactons erhsht und nicht wie die des
TNS-Komplexes erniedrigt wurde. Dies zeigt, daf
trotz der relativ geringen strukturellen Unterschiede
zwischen den beiden Komplexbildnern eine spezi-
fische Bindung an verschiedenen Stellen des Enzym-
molekiils stattfindet, die von der Lactonbindung
unterschiedlich beeinfluflt werden.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir
die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit.

* Legler, G. (1972) unveroffentlicht.
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