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o-Aminolivulinsiure-Synthetase in Bickerhefe.
Vergleichende Untersuchung des Enzyms in Wildstamm
und Petite-Mutante *
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3-Amenolevulinic Acid Synthetase in Baker's Yeast. Com-
parative Study of the Enzyme in Wild Type Strain and Petite
Mutant

The activity of 8-aminolevulinic acid synthetase was
determined using an assay, which allows low levels of the
enzyme to be measured. Glucose repression has been excluded
as a possible eause for the low values of enzyme activity found.

The activities of §-aminolevulinic acid synthetase in the
aerobically grown wild type and the respiration-deficient petite
mutant derived therefrom were rather similar,

In the wild type cells as well as in those of the petite mutant
only about 5% of the total §-aminolevulinic acid synthetase
activity was shown to reside in the mitochondrial fraction, the
predominant portion of the enzyme being in the soluble fraction.

3-Aminoldvulinsdure-Synthetase wurde in Saccharomyces
cerevisiae mit Hilfe eines fiir die Messung sehr niedriger Enzym-
aktivititen geeigneten Verfahrens bestimmt.

Repression durch Glucose konnte als mégliche Ursache der
gefundenen niedrigen Aktivitdtswerte ausgeschlossen werden.

In dem aerob geziichteten Hefe-Wildstamm und einer aus
ihm gewonnenen atmungsdefizienten Petite-Mutante war die
Enzymaktivitdt anndhernd gleich.

Sowohl in den Zellen des Wildtyps als auch in denen der
Petite-Mutante wurden nur etwa 5%, der gesamten zelluldren
Enzymaktivitdt in der Mitochondrien-, der {iberwiegende Teil
in der lslichen Fraktion gefunden.

Durch cytoplasmatische Mutation erhilt man aus dem Wildtyp der
Backerhefe atmungsdefiziente Petite-Mutanten®. Thnen fehlen in der
Regel alle mitochondrialen Cytochrome auBer Cytochrom ¢. Das Apo-

* Herrn Prof. Dr. H. Nowotny gewidmet.
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protein des Cytochroms ¢ wird extramitochondrial synthetisiert?. Man
konnte nun annehmen, dafl die Apoproteine der iibrigen Cytochrome
mitochondrialen Ursprungs und von der Petite-Mutation betroffen sind.
Diese Annahme hat sich jedoch als unrichtig erwiesen. Wie in einer
fritheren Arbeit beschrieben worden ist, enthalten die Mitochondrien
einer Petite-Mutante das Apoprotein der Cytochromoxidase3, obgleich
sie keine Cytochromoxidase-Aktivitiat zeigen. Nach Zugabe von Cyto-
hamin zu ultraschall-behandelten Mitochondrien der Mutante konnte
Cytochrom-Aktivitit nachgewiesen werden. Daher lag die Vermutung
nahe, daB die fehlende Aktivitit der Cytochrome in der Mutante auf
einem Porphyrinmangel und nicht auf einem Defekt der Apoproteine
beruht.

Der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Bio-
synthese der Porphyrine, die Bildung von 3-Aminoladvulinsdure aus
Glycin und Succinyl-CoA, wird von 3-Aminoldvulinséure-Synthetase
katalysiert®%. Dieses Enzym ist in eukaryotischen Zellen ausschlieB-
lich” oder zumindest iiberwiegend®-1° in den Mitochondrien lokalisiert,
wihrend einige in der Biosynthesekette folgende Enzyme auBerhalb der
Mitochondrien wirken!, In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht
werden, ob die Atmungsdefizienz auf einer durch die cytoplasmatische
Mutation bedingten Blockade der mitochondrialen 3-Aminoldvulinséure-
Synthetase-Reaktion beruht.

Material und Methoden

Herstellung der Hefezellfraktionen

Der Wildtypstamm von Saccharomyces cerevisiae, D-273-10B (aPp™,
haploid), und die von ihm durch Acriflavinbehandlung erhaltene Petite-
Mutante, D-273-10B-1 («Pp~, haploid), wurden aerob 12 Stdn. bei 27°
geziichtet. Das Nahrmedium enthielt 0.3% Difco-Hefeextrakt, 0.12%
(NH,)2804, 0.059% NaCl, 0.079% MgCls, 0.049, CaClz, 0.0005%, FeCls, 0.1%
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KHyPO4 und 29, einer Hexose (Glucose oder Galactose) als hauptsachliche
Kohlenstoffquelle. Die Zellen wurden mechanisch, durch Schiitteln mit Glas-
perlen (20 Sek.) imm Merkenschlager-Homogenisator *2, aufgebrochen. Nach der
Abtrennung grioferer Zelltritmmer durch Zentrifugation bei 4000 X g wurden
aus dem Homogenat durch Zentrifugation bei 38 000 X g eine Mitochondrien-
und eine ldsliche Fraktion gewonnen. Die Mitochondrien-Fraktion wurde
anschliefend noch 2mal mit dem Homogenisationsmedium (0.25u-Mannit,
0.02m-Tris-HCL, pH 7.4, und 1 mym EDTA, pH 7.4) gewaschen.

Bestimmung der 3- Aminoldvulinsdure-Synthetase

Die Aktivitdt der 3-Aminoldvulinsdure-Synthetase wurde durch Inku-
bieren der Proben mit 14C-Succinat, CoA, Succinyl-CoA-Synthetase und
Glyein und Messung der entstandenen 14C-3-Aminoldvulinsdure ermittelt.
Die Durchfithrung der Inkubation und die Abtrennung der gebildeten
14C-3-Aminoldvulinsdure von Uberschiissigem 14C-Succinat mittels Dowex-
50-Sdulenchromatographie erfolgte nach einer von Irving und Elliott's
beschriebenen Methode. Zur vollstdndigen Trennung der §-Aminoldvulin-
séure von sémtlichen im Laufe der Inkubation aus 14C-Suceinat entstandenen
Verbindungen wurde das folgende Verfahren ausgearbeitet.

Die 14C-3-Aminoldvulinsdure enthaltenden Eluate der Dowex-50-Siulen
wurden unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft und die Rick-
sténde mit je 0.3 ml Methanol versetzt. Jeweils ein Drittel dieser Losungen
wurde auf ein Whatman 3 MM Papier aufgetragen und anschliefend 45 Min.
einer Hochspannungselektrophorese in 0.55M-HCOOH, pH 2, bei 56 V/jem
unterzogen. Nach dem Trocknen des Papierstreifens bei 120° wurde die
3-Aminolgvulinsdure durch Besprithen mit Ninhydrin (1proz. Lésung in
n-Butanol) und nochmaliges Trocknen sichtbar gemacht. Die gelben, von
3-Aminoldvulinsdure stammenden Flecken wurden ausgeschnitten und ihre
Radioaktivitdt unter Verwendung von Toluolszintillator in einem Packard-
Fliissigkeitsszintillationszdhler gemessen.

Ergebnisse und Diskussion

Sowohl in der Mitochondrien- als auch in der I6slichen Fraktion des
Wildtypstammes und der Petite-Mutante wurde die Aktivitit der
3-Aminolidvulinsdure-Synthetase gemessen. Da in Bickerhefe eine nur
geringe Aktivitdt dieses Enzyms nachweisbar ist, war eine &duferst
empfindliche Bestimmungsmethode erforderlich. Ein von Irving und
Elliott'® beschriebenes Verfahren, das eine Inkubation der Proben mit
14C.-Succinat, CoA, Succinyl-CoA-Synthetase und Glycin, eine Abtren-
nung der gebildeten 3-Aminolédvulinsiure von iiberschiissigem C-Succi-
nat mittels Dowex-50 (H*)-Saulenchromatographie, eine Zyklisierung
der 3-Aminoldvulinséiure zu einem Pyrrolderivat und dessen Extraktion
in ein organisches Losungsmittel umfalBt, erwies sich bei der Anwendung

12 M. Merkenschlager, K. Schlossmann und W. Kwrz, Biochem. Z. 329,
332 (1951).
1B K. A Irving und W. H. Elliott, J. Biol. Chem. 244, 60 (1969).
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auf Hefezellfraktionen als unspezifisch; es zeigte sich, dafl in den zur
Messung gelangenden Proben neben C-§-Aminoldvulinsiure noch
betrichtliche Mengen anderer radioaktiver Verbindungen enthalten
waren. Daher wurde zur quantitativen Isolierung der markierten
3-Aminolidvulinséiure ein elektrophoretisches Verfahren entwickelt, das
die Bestimmung der 3-Aminolédvulinsdure-Synthetase nicht nur in Hefe-
zellen, sondern auch in anderen Organismen mit niedrigem Enzym-
spiegel erméglicht *.

Tabelle 1. Aktivitdt der §-Aminoldvulinsdure-Synthetase in der
Mitochondrien- und der I6slichen Fraktion von Hefezellen

Die Inkubationsgemische enthielten (in Mikromolen, wenn nicht anders
angegeben): Glyein, 50; nicht markiertes Succinat, 5; 1.4-*4C-Bernsteinsaure,
0.122 (2.5 pC); MgCls, 10; Glutathion, 1; Pyridoxal-5-phosphat, 0.5; ATP,
12.5; CoA, 0.212; Antimyecin A, 2.5 pug; Natrium-L-malat, 2.5; Natrium-
malonat, 5; Natriumarsenit, 2.5; Tris—HCl-Puffer, pH 7.4, 25; 0.15 ml
einer Losung von Succinyl-CoA-Synthetase * (1.1 Enzymeinheiten pro ml);
0.15 ml der Mitochondrien- oder der loslichen Zellfraktion (darin waren
jeweils 0.5 bis 1.0 mg Protein enthalten, wie mit der Methode nach Lowry
et al.!® bestimmt wurde) und Wasser in einem Gesamtvolumen von 0.5 ml.
Inkubiert wurde 60 Min. bei 37°. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
2 ml 0.3m-Trichloressigsiure gestoppt. Die Messung der gebildeten 1-14C-§-
Aminoldvulinsdure ist im Text beschrieben.

Enzymaktivitat** Spezif. Aktivitat***
Hofest Kohlenstoffquelle in der der
elestammm im Zuchtmedium Mitochondrien- l6slichen Mitochondrien- léslichen
fraktion Fraktion fraktion Fraktion
. Glucose 14,8 190 4,6 8,3
Wildtyp Galactose - 101 197 3,0 7.5
. Glucose 7,9 230 5,1 10,2
Petite-Mutante ;31556080 10.8 245 5.3 9,5

* Das Enzym wurde nach Ramaley et al.1* aus E. coli (Crookes-Stamm)
isoliert und bis zur Stufe der ersten Elution von DEAE-Sephadex gereinigt.
** myMole 8-Aminoldvulinsdure, die in der Mitochondrien- bzw. léslichen
Fraktion pro g Hefezellen (Feuchtgewicht) gebildet wurden.
*** myMole §-Aminoldvulinsdure, die pro mg Protein gebhildet wurden.

Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, war nach Ziichtung der Hefe in
glucosehaltigem Nahrmedium die spezif. Aktivitat der 3-Aminoldvulin-

* Die eingehende Beschreibung dieser Methode und ihrer Anwendung ist
einer gesonderten Arbeit vorbehalten.

4 R. F. Ramaley, W. A. Bridger, R. W. Moyer und P. D. Boyer, J. Biol.
Chem. 242, 4287 (1967).

15 0. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. B. Farr und R. J. Randall, J. Biol.
Chem. 193, 265 (1951).
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saure-Synthetase in den Mitochondrienfraktionen der Petite-Mutante
und des Wildtypstammes fast gleich. In der loslichen Zellfraktion beider
Stamme unterschied sie sich um weniger als 259%,.

Unerwartete Resultate ergaben sich bei der Untersuchung der Ver-
teilung der Enzym-Aktivitdt auf die einzelnen Zellfraktionen. Bei den
Hefezellen fanden wir lediglich etwa 5%, der Gesamtaktivitat in der
Mitochondrienfraktion. Demgegentiiber betrigt, wie jiingste Unter-
suchungen zeigten, bei porphyrischer Rattenleber der mitochondriale
Anteil an der gesamten Aktivitit des Enzyms etwa 65%. Glucose-
Repression 1% konnte als mégliche Ursache der niedrigen mitochondrialen
Enzymaktivitit ausgeschlossen werden, da der Ersatz von Glucose durch
Galactose im Nahrmedium der Hefezellen keinen Anstieg der 5-Amino-
lavulinsdure-Synthetase-Aktivitit zur Folge hatte. Eine beschrankte
Permeabilitit der &ulleren Mitochondrienmembran fiir essentielle
Bestandteile des bei der Bestimmung der mitochondrialen 3-Amino-
lavulinséure-Synthetase verwendeten Inkubationsgemisches, insbeson-
dere auch fiir Succinyl-CoA-Synthetase, waren gleichfalls nicht fiir die
niedrigen Enzymaktivitéten verantwortlich. Dies konnte durch folgen-
des Experiment gezeigt werden: Mitochondrien wurden unter Bedingun-
gen, die die Zerstérung der dulleren Mitochondrienmembran sicher
gewihrleisteten, mit Ultraschall behandelt und ihre §-Aminoldvulin-
sdure-Synthetase-Aktivitdit vor und nach der Beschallung gemessen.
Wie man aus Tab. 2 ersieht, bewirkte die Zerstérung der Mitochondrien-
membran keinen Anstieg, sondern eher ein Absinken der Enzym-
aktivitdt, u. zw. unabhingig davon, ob die Inkubation ohne oder mit
zugesetzter Succinyl-CoA-Synthetase durchgefithrt wurde. Die Ver-
ditnnung des radioaktiven Succinats durch endogenes Succinab, eine
weitere mogliche Ursache des niedrigen Enzymspiegels, wurde durch
Zugabe hoher Succinatkonzentrationen auf ein Minimum beschrankt.
SchlieBlich wire denkbar, daB die einseitige Verteilung des Enzyms auf
18sliche und mitochondriale Fraktion durch den Verlust des Enzyms aus
der mitochondrialen Matrix im Zuge der Zellhomogenisation und Frak-
tionierung zustande kommt; Experimente mit Rattenleber lassen darauf
schliefen, daB die in der mitochondrialen Matrix lokalisierte $-Amino-
lavulinsdure-Synthetase bei osmotischer Belastung und anschlieBender
Beschallung in die extramitochondriale 1dsliche Fraktion abgegeben
wird?”, 38, In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch bei der Priparation
der Hefemitochondrien darauf Bedacht genommen, eine Zerstorung der

18 E. 8. Polakis und W. Bortley, Biochem. J. 97, 284 (1965).

1" R. McKay, R. Druyan, G. S. Getz und M. Rabinowitz, Biochem. J. 114,
455 (1969).

¥ F. M. J. Zuyderhoudt, P. Borst und F. Huijing, Biochim. Biophys.
Acta 178, 408 (1969).
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Organellen soweit als mdglich zu vermeiden. Die Dauer des Schiittelns
mit Glasperlen zur Zellhomogenisation wurde auf 20 Sek. beschrankt und
jegliche Abweichung des Mediums von der Isotonie vermieden. Es ist
daher nicht anzunehmen, daB die Mitochondrien wihrend der Prapara-
tion groflere Verluste an §-Aminolavulinsdure-Synthetase- Aktivitat
erlitten.

Tabelle 2. Aktivitdt der 8§-Aminoldvulinsdure-Synthetase in
Hefemitochondrien vor und nach Ultraschallbehandlung

Hefe-Wildstamm-Mitochondrien wurden im Homogenisationsmedium sus-
pendiert (25 mg Protein pro ml) und unter intensiver Eiskiihlung 10mal je
60 Sek. in Absténden von je 1 Min. in einem Ultraschall-Desintegrator
(Fa. Measuring and Scientific Equipment Ltd.) bei maximaler Leistung des
Gerites beschallt. Die Bestimmung der Enzymalktivitit erfolgte, wie in der
Legende zu Tab. 1 beschrieben, mit dem Unterschied, daB ein Teil der
Experimente ohne Zugabe von Succinyl-CoA-Synthetase zum Inkubations-
gemisch, der andere Teil mit Zusatz von 0.4 Enzym-Einheiten durchgefiihrt

wurde
Zugabe von Succinyl- Spezifische*
CoA-Synthetase Aktivitédt
Mitochondrien vor — 3,8
der Beschallung + 4,6
Mitochondrien nach — 2,7
der Beschallung -+ 3,2

* mpMole §-Aminoldvulinsdure, die pro mg Protein gebildet wurden.

Das iiberwiegende Vorkommen der §-Aminoldvulinsiure-Synthetase
auBerhalb der Mitochondrien spricht dagegen, dafl dieses Enzym vom
mitochondrialen proteinsynthetisierenden System erzeugt wird. Es ist
vielmehr sehr wahrscheinlich, daB es von den Ribosomen des endo-
plasmatischen Retikulums stammt und zum Teil in die Mitochondrien
eingeschleust wird, wie dies im iibrigen auch fiir das Enzym der Ratten-
leber vorgeschlagen worden ist3—9.

Da die Aktivitit der mitochondrialen 3-Aminolavulinséure-Synthe-
tase im Wildtyp und in der atmungsdefizienten Petite-Mutante keinen
wesentlichen Unterschied zeigt, ist es jedenfalls nicht dieses Enzym, das
fiir ein Fehlen der Cytochrome a und b in der Petite-Mutante ver-
antwortlich ist.

Dem Fonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung sind wir
tiir Unterstiitzung zu gréBtem Dank verpflichtet. (Projekt Nr. 1210.)



