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~-Aminol~ivulins~iure-Synthctase in B~iekerhefe. 
Vergleiehende Untersuchung des Enzyms in Wildstamm 

und Petite.Mutante* 
Von 

H. Tuppy und G. Wiehe 
Aus dem Inst i tut  f/ir Bioehemie der Universit~t ~u 

(Ei~gegangen am 12. Mai  1971) 

8-Aminolevulinic Acid Synthetase in Baker's Yeast. Com- 
parative Study o/ the Enzyme in Wild Type Strain and Petite 
Mutant 

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

The activities of 8-aminolevulinic acid synthetase it~ 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  ~-aminolevulinie acid synthetase 
activity was shown to reside in the mitochondrial fraction, the 
predominant portion of the enzyme being in the soluble fraction. 

3-Amino]/s wurde in Saccharomyces 
cerevisiae mit Hilfe eines ffir die Messung sehr niedriger Enzym- 
aktivitgten geeigneten Verfahrens bestimmt. 

Repression dutch Glucose konnte als m6gliehe Ursaehe dcr 
gefundenen niedrigen Aktivitfitswerte ausgcschlossen werden. 

In  dem aerob geziiebtcten t tcfe-Wildstamm und einer aus 
ihm gewonnenen atmungsdefizicnten Petitc-sMutantc war die 
Enzymakt iv i ts  annghernd gleich. 

Sowohl in den Zcllcn des u165 als aueh in denen der 
Peti te-Mutante wurden nur etwa 5% der gesamten zellul~ren 
Enzymaktivit/~t in der 1Kitoehondricn-, der fiberwiegende Tell 
in dcr 15sliehen Frakt ion gefunden. 

Durch eytoplasmatische Mutation erh~It man aus dem Wfldtyp der 
B/~ekerhefe ~tmungsdefiziente Petite-Mutanten I. Ihnen fehlen in der 
Regel alle mitoehondrialen Cytochrome auBer Cytoehrom e. ])as Ape- 

* Herrn Prof. Dr. H. Nowotny gewidmet. 

1 p .  Slonimski und B. Ephrussi, Ann. Inst. Pasteur 77, 47 (1949). 
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protein des Cytochroms c wird extramitochoadrial  synthetisiert 2. Man 
kSnnte nun annehmen, dal3 die Apoproteine der iibrigen Cytochrome 
mitochondrialen Ursprungs und yon der Petite-Mutation betroffen sind. 
Diese Annahmo hat  sich jedoch als unrichtig erwiesen. Wie in einer 
fftiheren Arbeit besehrieben worden ist, enthalten die Mitochondrien 
einer Petite-Mutante das Apoprotein der Cytochromoxidase a, obgleich 
sie keine Cytochromoxidase-Aktivi t~ zeigen. Nach Zugabe yon Cyto- 
h/~min zu ultraschall-behandelten Mitochondrien der Mutante konnte 
Cytochrom-Aktivit~t nachgewiesen werden. Daher lag die Vermutung 
nahe, dal~ die fehlende Aktivit~t der Cytochrome in der Mutante auf 
einem Porphyrinmangel und nicht auf einem Defekt der Apoproteine 
beruht. 

Der erste and  geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Bio- 
synthese der Porphyrine, die Bildung yon 3-Aminol~vulins/~ure aus 
Glycin und Succinyl-CoA, wird von 3-Aminolgvu]insgure-Synthetase 
katalysiert  4-6. Dieses Enzym ist in eukaryotisehen Zellen ausschlieB- 
lich 7 odor zumindest iiberwiegend 8-1~ in den Mitoehondrien lokalisiert, 
w/~hrend einige in der Biosynthesekette folgende Enzyme auBerhalb der 
Mitochondrien wirken ~1. In  der vorliegenden Arbeit sollte untersucht 
werden, ob die Atmungsdefizienz auf einer durch die cytoplasmatische 
Mutation bedingten Blockade der mitochondrialen 3-AminolS, vulins~ure- 
Synthetase-Reaktion beruht. 

M a t e r i a l  und  M e t h o d e n  

Herstellung der He]ezell]raktionen 

Der Wildtypstamm von Saccharomyces cerevisiae, D-273-10B (c~p?+, 
haploid), und die yon ihm durch Acriflavinbehandlung erhaltene Petite- 
Mutante, D-273-10B-1 (ePp-,  haploid), wurden aerob 12Stdn. bei 27 ~ 
geziichtet. Das N/~hrmedium enthielt 0.3% Difco-tIefeextrakt, 0.12% 
(NH4)2SO4, 0.05% NaCI, 0.07% MgC12, 0.04% CaC12, 0.0005% FeC13, 0.1% 

2 B.  Kadenbaeh, Europ. J. Biochem. 12, 392 (1970). 
3 H.  T u p p y  und G. D. Birkmayer,  Europ. J. Bioehem. 8, 237 (1969). 

S. Graniclc und G. Urata, J. Biol. Chem. 238, 821 (1963). 
5 S. Graniek, J. Biol. Chem. 241, 1359 (1966). 
6 H.  S. Marver, A .  Collins, D. P .  Tschudy und M.  Reeheigl, jr., J. Biol. 

Chem. :~41, 4323 (I966). 
E.  A .  Irving und W. H.  Elliott, Proc. Austral. Biochem. Sac., 13th 

Annual Meeting, Univ. Adelaide, 1969, p. 85. 
s p .  L. Scholniek, L. E.  Hammaker  und H.  S. Marver, Proc. Natl. Acad. 

Sci. US 63, 65 (1969). 
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(1970). 
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I~:H2PO4 mad 2% einer Hexose (Glucose oder Galaetose) als haupts/~chliche 
Kohlenstoffquelle. Die Zellen wurden meehanisch, dutch Sehtitteln mi t  Glas- 
perlen (20 Sek.) im Merkenschlager-Homogenisator 12, aufgebrochen. Nach der 
Abtrennung grSl3erer Zelltrfimmer dureh Zentrifugation bei 4000 • g wurden 
aus dem t tomogenat  dutch Zentrifugation bei 38 000 • g eine Mitochondrien- 
und eine 16sliche Frak t ion  gewonnen. Die Mitochondrien-Frakt ion wurde 
ansehliel~end noeh 2mal mit  dem t tomogenisat ionsmedium (0.25~-3/Iannit, 
0.02M-Tris-ItC1, pI-I 7.4, und 1 m ~  EDTA,  p H  7.4) gewaschen. 

Bestimmung der ~-Aminol~vulins(ture-Synthetase 

Die Aktivit/~t der ~-Aminol&vulins/~ure-Synthetase wurde dutch Inku- 
bieren der Proben mit  14C-Suceinat, CoA, Suceinyl-CoA-Synthetase und 
Glycin und Messung der ents tandenen 14C-~-Aminol/~vulins/~ure ermittel t .  
Die Durchffihrung der Inkubat ion und die Abtrennung der gebildeten 
14C-8-Aminol~[vulins/~ure yon fibersehfissigem 14C-Suecinat mittels Dowex- 
50-S/~ulenehromatographie erfolgte nach einer yon Irving und Elliott 1~ 
beschriebenen Methode. Zur vollst/~ndigen Trermung der 3-Aminol&vulin- 
s~ure von s/~mtlichen ira Laufe der Inkubat ion  aus 14C-Sueeinat entstandenen 
Verbindungen wurde das folgende Verfahren ausgearbeitet.  

Die 14C-~-Aminolfivulins/~ure enthal tenden Eluate  der Dowex-50-S/~ulen 
wurden unter  vermindertem Druek zur Troekene eingedampft und die Rfick- 
stgnde mit  je 0.3 ml Methanol versetzt.  Joweils ein DritteI dieser L6sungen 
wurde auf ein Wha tman  3 MM Papier  aufgetragen und ansehliel3end 45 Min. 
einer t tochspannungselektrophorese in 0.555~-ttCOOH, p H  2, bei 56 V/era 
unterzogen. Naoh dem Troeknen des Papierstreifens bei 120 ~ wurde die 
8-Aminolgvulinsgure dutch Bespriihen mit  Ninhydrin  (lproz. L6sung in 
n-Butanol) und noehmaliges Trocknen sichtbar gemaeht.  Die gelben, yon 
8-Aminolgvulinsgure s tammenden Flecken wurden ausgesehnitten und ihre 
l~adioaktivi tgt  unter  Verwendung yon Toluolszintillator in einem Paekard-  
Fliissigkeitsszintillationszghler gemessen. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Sowohl in der Mitochondr ien-  als auch in der  lSslichen F r a k t i o n  des 
W i l d t y p s t a m m e s  a n d  der  P e t i t e - M u t a n t e  wurde  die A k t i v i t s  der  
3 -Aminols163  gemessen. D~ in Bs eine n u t  
geringe Aktivit /~t  dieses E n z y m s  naehweisbar  ist,  war  eine guBerst 
empfindl iehe  Bes t immungsme thode  efforderl ich.  E in  yon  Irving und  
Elliott 13 beschr iebenes  Verfahren,  das  eine I n k u b a t i o n  der P roben  mi t  
14C-Sueeinat, CoA, Suce iny l -CoA-Synthe tase  und  Glyein,  eine Abt ren -  
hung  der  gebi lde ten  3-Aminolgvul inss  yon  5bersehi iss igem 14C-Sueci- 
n a t  mi t te l s  Dowex-50 ( t t+)-S/~ulenehromatographie,  eine Zykl is ie rung 
der  3-Aminols  zu einem Pyr ro lde r iv~ t  u n d  dessen E x t r a k t i o n  
in ein organisehes L6sungsmi t te l  umfaBt,  erwies sieh bei der  Anwendung  

12 M. Merkenschlager, K. Schlossmann und W. Kurz, Biochem. Z. 329~ 
332 (1951). 

la E. A. Irving und W. H. Elliott, J. Biol. Chem. 244, 60 (1969). 
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auf Hefeze l l f rak t ionen  a]s unspezif isch;  es zeigte sich, dab  in den zur  
Messung ge langenden  P roben  neben  14C-~-Aminol~vulinsi~ure noeh 
be t r s  Mengen anderer  r ad ioak t i ve r  Verb indungen  en tha l t en  
waren.  Dahe r  wurde  zur  q u a n t i t a t i v e n  Isol ierung der  mar lde r t en  
~-Aminols163 ein e lek t rophore t i sches  Verfahren  entwickel t ,  das  
die Bes t immung  der  3-Aminoli~vu]ins/~ure-Synthetase n icht  nur  in Hefe- 
zellen, sondern  auch  in  ande ren  Organismen mi t  n iedr igem E n z y m -  
spiegel e rm6gl ieht* .  

Tabelle 1. A k t i v i t g ~ t  d e r  ~ - A m i n o l / ~ v u l i n s / g u r e - S y n t h e t a s e  in  d e r  
M i t o c h o n d r i e n -  u n d  d e r  1 6 s l i c h e n  F r a k t i o n  y o n  t t e f e z e l l e n  

Die Inkubationsgemische enthielten (in Mikromolen, wenn nicht anders 
angegeben): Glycin, 50; nieht  markiertes Succinat, 5; 1.4-~aC-Bernsteinsiiure, 
0.122 (2.5 ~xC); MgC12, 10; Glutathion, 1; Pyridoxal-5-phospha~, 0.5; ATP, 
12.5; CoA, 0.212; Ant imycin A, 2.5 fzg; Natrium-L-mMat,  2.5; Natr ium- 
malonat ,  5; Natr iumarsenit ,  2.5; Tris--ttC1-Puffer, p t t7 .4 ,  25; 0.15ml 
einer LSsung von Succinyl-CoA-Synthetase* (1.1 Enzymeinheiten pro ml); 
0.15 ml der Mitochondrien- oder der 16slichen Zellfraktion (darin waren 
jeweils 0.5 bis 1.0 mg Protein enthalten, wie mit  der Methode nach Lowry 
et al. 15 best immt wurde) und Wasser in einem Gesamtvolumen yon 0.5 ml. 
Inkubier t  wurde 60 Min. bei 37 ~ Die l~eaktion wurde dutch Zugabe yon 
2 ml 0.3N-Triehloressigss gestoppt.  Die Messung der gebildeten 1-14C-S- 

Aminol/~vulins~ure ist im Text  beschrieben. 

I:iefestamm 

Enzymakt ivi ts  
Kohlenstoffquelle in der 
im Zuchtmedium Mitochondrien- 16sliehen 

fraktion Frak t ion  

Spezif. Aktivit/ib*** 
der 

Mitochondrien- ]Sslichen 
fraktion Yraktion 

Glucose 14,8 t90 4,6 8,3 
Wi ld typ  Galactose 10,1 197 3,0 7,5 

Glucose 7,9 230 5,1 10,2 
Pet i te-Mutante  Galactose 10,8 245 5,3 9,5 

* ])as Enzym wurde nach Ramaley et M. 14 aus E. coli (Crookes-Stamm) 
isoliert und bis zur Stufe der ersten Elution yon DEAE-Sephadex gereinigt. 

** m~xMole ~-Aminols163 die in tier Mitoehondrien- bzw. 15slichen 
Frak t ion  pro g Hefezellen (Feuchtgewicht) gebildet wurden. 

*** m~Mole 3-Aminol/~vulinss die pro mg Protein gebildet wurden. 

Wie  aus Tab.  1 ersicht]ieh ist, war  naeh  Zi ichtung der  Here in 
g lucosehal t igem N s  die spezif. A k t i v i t ~ t  der  ~-Aminols  

* Die eingehende Beschreibung dieser Methode und ihrer Anwendung ist 
einer gesonderten Arbei t  vorbehMten. 

14 JR. 2'. Ramaley, W. A.  Bridget, R. W. Moyer und P. D. Boyer, J. Biol. 
~hem~ 242, 4287 (1967). 

~s O. H: Lowry, N. J. Rosebrough, A. R. Farr und R. J. Randall, J. Biol. 
Chem. 19$, 265 (1951). 
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sgure-Synthe~ase in den 3litochondrienfraktionen der Petite-Mutante 
und des Wildtypstammes fast gleich. In der 15slichen Zellfraktion beider 
St&mine unterschied sie sich um weniger als 25%. 

Unerwartete Resultate ergaben sich bei der Untersuchung der Ver- 
teilung der Enzym-Aktivititt auf die einzelnen Zellfraktionen. Bei dan 
Hefezellerr fanden "~r ]ediglich etwa 5~o der Gesamtaktivit/it in der 
Mitochondrienfraktion. Demgegeniiber betr&gt, wie jiingste Unter- 
suchungerr zeigten, bei porphyriseher Rattenleber der mitochondriale 
Anteil an der gesamten Aktivit/it des Enzyms etwa 65~o. Glucose- 
Repression 16 konnte als m6gliche Ursache der niedrigen mitochondrialen 
Enzymaktivitit ausgeschlossen werden, da der Ersatz yon Glucose durch 
Galaetose im N&hrmedium der Itefezellen keinen Anstieg der a-Amino- 
liivulinsiure-Synthetase-Aktivit&t zur Folge hatte. Eine beschrinkte 
Permeabilitit der /mBeren 5Iitochondrienmembran fiir essentielle 
Bestandteile des bei der Bestimmung der mitochondrialen ~-Amino- 
livulinsfiure-Synthetase verwendeten Inkubationsgemisehes, insbeson- 
dere aueh fiir Sueeinyl-CoA-Synthetase, waren gleiehfalls nieht Iiir die 
niedrigen Enzymaktivit~i.ten verantwortlieh. Dies kozinte dureh folgen- 
des Experiment gezeigt werden: Mitochondrien wurden unter Bedingun- 
gen, die die ZerstSrung der iul3eren ~Iitoehondrienmembran sicher 
gewihrleisteten, mit Ultrasehall behandelt und ihre 3-AminolS,~ulin- 
siure-Synthetase-Aktivitgt vet und ~aeh der Besehallung gemessen. 
Wie man aus Tab. 2 ersieht, bewirkte die Zerst6rung der Mitochonch'ien- 
membran keinen Anstieg, sondern eher ein Absinken der Enzym- 
aktivitS~t, u. zw. unabhiingig da~'on, ob die Inkubation ohne oder mit 
zugesetzter Suecinyl-CoA-Synthetase durehgefiihrg x~urde. Die Ver- 
diimmng des radioaktiven Suecinats dutch endogenes Sueeinat, eine 
weitere m6gliehe Ursache des niedrigen Enzymspiegels, wurde dutch 
Zugabe hoher Sueeinatkonzentrationen auf ein Minimum beschr&nkt. 
SchlieBlieh w&re denkbar, da{3 die einseitige Verteilung des Enzyms auf 
15sliche und mitoehondriale Fr~ktion durch den Verlust des Enzyms aus 
der mitochondrialen Matrix im Zuge der Zellhomogenisation und Frak- 
tionierung zustande kommt ; Experimente mit Ratten.leber lassen darauf 
schlieBe~, dab die in der mitoehondrialert M~trix lokalisierte a-Amino- 
Igvulins/~ure-Synthetase bei osmotischer Belastung und ansehliel3erlder 
Beschallung in die extramitoehondriale 15sliehe Fraktion abgegeben 
wirdiT, is. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch bei der Pr~iparation 
der Hefemitoehondrien darauf Bedaeht genommen, eine gerstSrung der 

l~ E.  S.  Polalcis u n d  W.  Bartley,  Bioehem. J. 97, 284 (1965). 
l~ 17. M c K a y ,  17. Druyan ,  G. S.  Getz und M .  17abinowitz, Biochem. J. 114, 

455 (1969). 
is F .  M .  J .  Zuyderhoudt ,  P .  Borst  und F.  Hu~}'ing, Bioehim. Biophys. 

Aet~ 178, 408 (1969). 
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0rganellen soweit als m6glich zu vermeiden. Die Dauer des Sehiittelns 
mit Glasperlen zur Zellhomogenisation wurde auf 20 Sek. besehr/~nkt und 
jegliehe Abweiehung des Mediums yon der Isotonie vermieden. Es ist 
daher nieht anzunehmen, dab die Mitoehondrien wghrend der Pr/ipara- 
tion gr6gere Verluste an ~-Aminolgvulins/iure-Synthetase-Aktivitgt 
erlitten. 

Tabelle 2. Akt ivi t /~t  der ~-Aminol /~vul ins /~ure-Synthe tase  in 
t I e f e m i t o c h o n d r i e n  vor  und  naeh  U l t r a s c h a l l b e h a n d l u n g  

Hefe-Wildstamm-Mitoehondrien wurden im Homogenisagionsmedium sus- 
pendiert (25 mg Protein pro ml) und unter intensiver Eisk/ihlung 10real je 
60 Sek. in Abst~nden yon je I Min. in einem Ultrasehall-Desintegrator 
(Fa. Measuring and Scientific Equipment Ltd.) bei maximaler Leistung des 
Gergtes beschallt. Die Bestimmung der tgnzymaktivit/~t erfolgte, wie in der 
Legende zu Tab. 1 besehrieben, mit dem Untersehied, dal3 ein Teil der 
Experimente ohne Zugabe yon Sueeinyl-CoA-Synthetase zum Inkubations- 
gemiseh, der andere Teil mit Zusatz yon 0.4 Enzym-Einheiten durehgefiihrt 

wurde 

Zugabe von Succinyl- Spezifisehe* 
CoA-Syn~hetase Aktivitgt 

Mitoehondrien vor - -  3,8 
der 13esehallung + 4,6 

Mitochondrien nach - -  2,7 
der Beschallung + 3,2 

* mvMole 8-Aminol/~vulins/~ure, die pro mg Protein gebildet wurden. 

Das fiberwiegende Vorkommen der 8-Aminolgvulinsgure-Synthetase 
augerhalb der Mitoehondrien spricht dagegen, dab dieses Enzym vom 
mitochondrialen proteinsynthetisierenden System erzeugt wird. Es ist 
vielmehr sehr wahrseheinlich, dab es yon den Ribosomen des endo- 
plasmatisehen Retikulums stammt und zum Tell in die lVIitoehondrien 
eingeschleust wird, wie dies im iibrigen auch fiir das Enzym der Ratten- 
leber vorgeschlagen worden ist s-10 

Da die Aktivitgt der mitochondrialen 3-Aminol/~vulins/ture-Syrtthe- 
tase im Wildtyp uad in der atmungsdefizienten Petite-Mutaate keinen 
wesentlichen Unterschied zeigt, ist es jedenfalls nicht dieses Enzym, das 
fiir ein Fehlen der Cytochrome a und b in der Petite-Mutante ver- 
antwortlieh ist. 

Dem Fends zur F6rderung der wissensehaftlichen Forsehung sind wit 
fiir Unterstiitzung zu grSgtem Dank verpflichtet. (Projekt Nr. 1210.) 


