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Isoenzymes of Aspartate Aminotransferase ]rom the Endosperm 
o] Germinating Castor Beans 

The amino acid specificity of the aminotransferase activities 
of g]yoxysomes, mitoehondria and of the soluble fraction from 
the endosperm of germinating castor beans was tested with 
~-ketoglutarate as amino acceptor. Glyoxysomes exhibit 
aspartate aminotransferase (E.C. 2.6.1.1) together with com- 
paratively high asparagine (E.C. 2.6. i. 14) and glutamine amino- 
transferase (E.C. 2.6.1.15) activities. Mitochondria and the 
soluble fraction contain alanine aminotransferase (E.C. 2.1.2) 
activity in addition to the glyoxysomal aminotransferases. 
Asparagine and glutamine aminotransferase activities are much 
lower in the soluble fraction than in the organelles. A number of 
isoenzymes of aspartate aminotransferase of mitochondria and 
glyoxysomes could be separated with the aid of polyacrylamide 
gel electrophoresis. 

Bei der Charakterisierung yon Glyoxysomea aus Rizinusendosperm 
ist gezeigt worden ~, dab diese Zellorganellen, ebenso wie die Mito- 
chondrien aus demselben Gewebe, eine relativ hohe Aspurtat-Amino- 
transferase-Aktivitat aufweisen. Diese T~tsache ist aus mehreren Griin- 
den interessant. Aminotransferasen gehSren zu den eharakteristischen 
Enzymen pflanzlicher Peroxisomen; vor allem in Blattperoxisomen 
wurdea mehrere Transaminasen nachgewiesen ~, 3, 4. W~thrend aber das 
Vorkommen yon Aminotransferasen in Blattperoxisomen zumindest 
zum Tell durch deren Funktion im Glycolatweg erldi~rt wir4 5, ist die 
Bedeutung der glyoxysomalen Aspartat-Aminotransferase noch unbe- 
kannt. 
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Ffir die Funktion dieses Enzyms bieten sieh zwei relativ naheliegende 
ErklgrungsmSgliehkeiten an : 

1. Es kann, zusammen mit dem mitoehondrialen Enzym tier gleiehen 
Spezilitgt, als Komponente eines Transportsystems angesehen werden, 
mit dessen IIilfe Reduktionsgquivalente aus den Glyoxysomen in die 
Mitoehondrien gebraeht werden. Es ist bekannt, dab Glyoxysomen, 
zumindest in vitro, nieht imstande sind, alas im gahmen  der Fettsgure-~- 
Oxidation und des Glyoxylatzyklus gebildete NADH zu reoxidieren 6, 7 
Neben einer Verwertung dos reduziertell Coenzyms beim Aufbau yon 
Zuekern miigte dieses wahrseheirflieh znm Toil in den Mitoehondrien 
reoxidiert werdem Zu diesem Zweek wgre allerdings ein eigenes Trans- 
portsystem vielleieht nieht unbedingt erforderlieh, da die Glyoxysomen- 
membran m6glieherweise ffir NAI) t t  dnrehl/~ssig ist and pflanzliehe 
Mitoehondriea extramitoehondriales NADII  direkt oxidieren kSnnen. 

2. In  einer Reihe yon Arbeiten s, 9, lo ist die Beteiligung yon Glyoxy- 
semen am Stoffweehsel versehiedener Aminos~uren gezeigt worden. 
Es ist m6glieh, dab auch Aminotransferasen an solehen in diesen Zell- 
organellen ablaufenden geaktionen yon Amiaos~Luren beteiligt sind. Zu 
diesem Zweek wgren entweder mehrere verschiedene Aminotransferasea 
oder ein Enzym mit relativ breiter Substratspezifitgt notweadig. Solehe 
Enzyme aus keimenden Pflanzensamen sind mehrfaeh besehrieben 
worder~11, 12, 13 

Es war der Zweek der vorliegenden Arbeit, die Aminotransferase- 
Aktivit/iten der Glyoxysomen nnd anderer Zellfraktione~ aus l~izinus- 
endosperm ngher zu charakterisieren und damit naeh M6gliehkeit 
weitere Aufschlfisse fiber die Funktion dieser Enzyme in keimendert 
Samoa zu erhalten. 

Ma te r i a l i en  und  Me thoden  
Isolierung der subzellul~ren Fralctionen: Mitochondrien und Glyoxysomen 

aus dem Endosperm yon keimenden l~izinussamen wurden nach frtiher 
beschriebenen Methoden s, lamit  tti]fe yon Saccharosegradient~en entweder 
in einem Ausschwingrotor (Beckman SW 25.1) oder in einem Zonalrotor 
(Beckman Ti 14) in einer Beckman L 2-65B Ultrazentrifuge isoliert. Aul3er- 
dem wurde auch die bei der Isolierung der Zellorganellen erhaltene 10 000g- 
Uberstandsfrak6ion auf Aminotransferase-Aktivig/~ten untersucht. Im 
folgenden Text wird dieses Material vereinfach6 Ms ,,16sliehe Fraktion" 
bezeiehnet, obwoh] sie neben 15slichen Proteinen aueh mikrosomale Bestand- 
teile enth/~lt. 

A IctivitStsmessungen 

Die Aktivit/~t der Aspartat-Aminotransferase wurde entweder spektral- 
photometrisch oder auf radiochemischem Weg bestimmg. Enzymaktivit/~ten 
werden Ms ~lV[ol umgesetztes Substrat oder gebildetes Produkt pro Minute 
(U) angegeben. 

Spektralphotometriseher Test: Die Inkubationsl6sungen (3 ml) entlaielten 
10-1~-Tricinpuffer (pH 7,5), 3 • 10-~N-L-Glutamins/~ure, 3• 10-a~-Oxal - 
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essigs/~ure (oder, bei einzelnen Spezifit~tsbestimmungen, eine andere Keto- 
s~ure), 8 • 10-a~-MgC12, 3 • 10-3M-Ntt4C1, 1,1 • 10-4~-NADPtt, 9 U Gluta- 
matdehydrogenase, 0,01 ~o Triton X-100, und  die zu untersuehende Enzym- 
16sung. Die Aktivit/~t wurde dutch !VIessung der Extinktionsabnahme bei 
340 nm bestimmt. 

Radioehemischer Test: 2,1 ml InkubationslSsung, bestehend aus 2 • 10-2N- 
Phosphatpuffer (pI-I 7,5), 3,9?< 10 3~-L-Asparaginsgure (oder eine an- 
dere ~-Aminos/~ure), 3,3• 10-~M-l-14C-~-Xietoglutarsgure (0,014 ~xCi/~zMol), 
1,4 • 10-4~-Pyridoxalphosphat, 8 • 10-3~-MgC12, 0,01 ~o Triton X-100 und 
Enzym, wurden in einem 25-ml-Erlenmeyerkolben 30 Min. gesehiittelt. Die 
t~eaktion wurde dureh Zugabe yon 0,1 ml konz. HC1 abgestoppt und an- 
schliel3end 10proz. NaOI-t bis zum beginnenden Umsehlag yon Methylrot 
zugegeben. Die Kolben wurden nun  mit  einem Oummiseptum verschlossen, 
an dem ein Plastiksch/~lehen befestigt war, das ein Sttiek Filterpapier ent- 
hielt (,,t/eaetion Flask" der Kontes Glass Co., Vineland, N. J.). Dureh das 
Oummiseptum wurden 0,2 ml L-Olutamatdecarboxylase-LSsung (2 U, 
Escherichia coli; Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) in 0,2~-Acetat- 
puffer (pLI 5,0) injiziert, und  die Inkubationsmischung wurde nun  weitere 
30 Min. gesch~ttelt. 10 Min. vet  Beendigung der Inkubat ion  wurden 0,4 ml 
tIyaminhydroxidlSsung (1~  in Methanol) in das Plastikschglehen injiziert. 
Die t~eaktion wurde durch Injekt ion yon 1 ml 20proz. Triehloressigsgure in 
die InkubationsI6sung abgestoppt; dutch weiteres Seh/it~eln f/ir 15 Min. 
wurde das gebildete 14CO2 aus der L6sung vertrieben und mit  I-Iilfe der 
t tyaminhydroxidl6sung absorbiert. Das Plastikseh/~lehen saint Inhal t  wurde 
in 15 ml Toluolszintillator im Szintillationsz/~hler ausgez/ihlt. 

Elelctrophoretisehe Untersuehungen 

Herstellung der Enzym]raktionen: Der 10000g-lJbers~and der dif- 
ferentiellen Zentrifugation u~urde bei den elektrophoretischcn Trennungen 
ohne wei~ere Vorbehandlung un~ersueht. Mitochondricn- und Glyoxysomen- 
fraktionen wurdeu nach der isopyknischen Dichtegradientenzentrifuga~ion 
5 Min. mit  Hilfe einer MSE Ultrasonic Power Uni t  aufgebrochen und an- 
schliel3end 30 Min. bei 100 000g zentrifugiert. Die Uberstgnde dieser Zentri- 
fugation warden mit  Hilfe der Polyaerylamidgel-Elektrophorese auf ihren 
Gehalt an Isoenzymen untersucht. 

Elektrophoresen: Die Polyacrylamidgel-Elektrophoresen wurden mit  
7,5proz. Trenngelen (Gelpuffer Tris-HC1, p i t  8,9, Elektrodenpuffer Tris- 
Glycin, pH 8,3, 3proz. Sammelgel ~5 durehgefiihrt. Die Trenngele wurden mit 
Hilfe you Ammoniumpersulfat  polymerisiert, die Sammelgele mit  Ribo- 
flavin durch Belichtung. Ubersch/issiges Ammoniumpersulfat wurde durch 
Vorelektrophorese (Gelpuffer als Elektrodenpuffer) entfernt. 

Spezi]ischer Nachweis der Aminotrans]erase-Alctivititt au] den Elelctro- 
phorese-Gelen: Der Nachweis yon Aspartat-Aminotransferase wurde mit  
ttilfe yon 6-Benzamido-4-methoxy-m-toluidin-diazoniumchlorid (Fast Vie- 
let B) durchgefiihrt, welches relativ spezifiseh mit  Oxalaeetat reagiert 16, ~ 
Die Anf/~rbung der Gele wurde nach Reh]eld und Tolbert ~ ausgeftihrt. 

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

Die beiden in der Ein le i tung diskutiertert M6gliehkeiten fiir eine 
Stoffweehselfu~ktion der glyoxysomalen Aminotransferase sollten sieh 
dureh eine Unte r suehung  der Aminosfi~urespezifitgt des Systems unter-  
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scheiden lassen. Wghrend aus Arbeiten mit anderen Organismen bekannt  
ist, dab am Transport  yon Reduktionsgquivalenten vom Cytoplasma in 
die Mitochondrien spezifische Aspartat-Aminotransferasen beteiligt 
sin4, sollte bei einer Funktion der Aminotransferase im katabolischen 
oder anabolischen Stoffwechsel yon Aminosguren eine breitere Substrat- 
spezifitgt zu erwarten sein. 

Tabelle 1. Aminos4urespezi]itdt der Aminotrans]erasen mit c~-Ketoglutarat als 
Aminogruppenalczeptor 

Aktivitat (mU/ml Enzym) in 
Aminosaure Glyoxysomen Mitochondrien Uberstand 

Glycin 0,1 0,1 0, i 
Alanin 6,2 25,4 56,7 
VMin 0, 3 0, 0 0,1 
Leucin 1,1 0,6 0,4 
Iso]eucin 0,4 0,2 0,4 
Serin 0,1 0, 0 O, 2 
Threonin 0,1 0,0 O, 1 
Cystein 0,4 1,8 2,1 
Cystin 1,9 0,9 0,8 
Methionin 0,1 0,4 1,3 
Prolin 0,1 0,1 0,5 
Phenylalanin 0,2 0,5 0,4 
Tyrosin 1,0 0,4 1,0 
Tryptophan 0,9 0,9 1,0 
Asparagins~ure 113,3 85,0 56,9 
Asparagin 22,7 39,3 7,0 
Glutamins~ure 194,2 139,9 90,8 
Glutamin 26,9 27,1 1,0 
Lysin 0,1 0,2 0,2 
Arginin 0, I 0, 3 0, 2 
Histidin 0,0 0,2 0,4 

Die Spezifiti~t des Systems wurde mit g-Ketoglutarsi~ure als Amino- 
gruppenakzeptor und mit  den versehiedenen Proteinaminos~uren als 
NH2-Oonoren untersueht. Zu Vergleichszweeken wurden analoge Ver- 
suche mit  den Mitochondrien und mit  der ]6slichen Fraktion ausgefiihrt. 
Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tab. 1 zusammengefaBt. In  der 
Glyoxysomenffaktion konnte, ebenso wie in den Mitochondrien un4 in 
der ]6slichen Fraktion, neben 4er Umsetzung yon Asparaginsiture eine 
sehr hohe Austauschaktivit/~t mit  Glutaminsi~ure nachgewiesen werden. 
Eine derartige Aktivitiit ist aueh yon anderen Aspartat-Aminotransferasen 
bekarmt is. Auff~llig sind bei der sonst hohen Spezifitat des Systems die 
starken Umsetzuagen yon Asparagin und Glutamin in den Glyoxysomen- 
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und Mitochondrienfraktioaen. Fiir diese Beobaehtung bieten sich 
mehrere ErklgrungsmSgliehkeiten an: 

1. Die Umsetzungen k6nnten dutch eine Aspartat-Aminotransferase 
katalysiert werden, die zwisehen den freien Sguren Asparagins/~ure und 
Glutamms/~ure einerseits und den entspreehenden Amiden andererseits 
nut  unvollkommen unterseheiden kann. 

2. Die Organellert enthalten neben einer Aspartat-Aminotransferase 
aueh Asparagin- und Glutamirt-Aminotransferasen. 

3. Die Organellen enthalten Asparaginase- und Glutaminase-Akti- 
vit~t. 

Beim derzeitige~ Stand der Arbeiten kann keine dieser M6glichkeiten 
mit Sieherheit ausgesehlossen werden. Erkl~rung 3 erseheint aber reeht 
unwahrscheinlieh. Der Vergleieh der Spezifit~ten zeigt, dab Asparagin 
nnd Glutamin gute Substrate des glyoxysomalen und des mitoehondria- 
len Aminotransferasesystems si~d, w/~hrend sie in der 16sliehen Fraktion 
kaum bzw. nicht umgesetzt werden. Asp~raginase oder Glutaminase 
wfirde man aber am ehesten in der 15sliehen Fraktion und kaum in den 
beiden Organellenfraktionen vermuten. 

Die Mitoehondrien und die 15sliehe Fraktion unterscheiden sieh 
auflerdem yon den Glyoxysomen durch eine ziemlich hohe Alanin- 
Aminotransferase-Aktivit~t, wobei in der 15slichen Fraktion Alanin so 
msch wie Asparagins~ure transaminiert wird. Aueh hier kann aus den 
Resultaten noeh nieht gesehlossert werden, ob diese Aktivit~tt duroh die 
untersehiedliche Spezifit/it versehiedener Aspartat-Aminotransferasen in 
den einzelnen Fr~ktionen zu erkl~ren ist oder dureh die Existenz einer 
eigener~ Alanin-Aminotransferase in Rizinusendosperm, die in Glyoxy- 
semen nicht oder nnr mit geringer Aktivit~t, in den Mitoehondrien und 
in der 15sliehen Fraktion hingegen in relativ groger Menge vorhanden ist. 

Die Reversibilit/~t der Aspartat- und der Alanin-Aminotransferase 
konnte fiir die untersuehteI1 Fraktionen mit Hilfe des im Methodenteil 
besehriebenen spektralphotometrisehen Tests naehgewiesen werden. 
Neben Oxalessigs/~ure und Brenztraubens~ure wurden noeh einige 
weitere Ketos~uren auf ihre Eignung als Aminogruppenakzeptor ge- 
priift, wobei nur negative t~esultate erhalten wurden. Hier soll nut  
darauf hingewiesen werden, dab mit dem Substratpaar Glutamins/~ure-- 
Glyoxylsgure, ebenso wie mit dem radioehemisch getesteten Paar 
~-Ketoglutars/~ure--Glyein, keine Aminotransferase-Aktivit/it naeh- 
gewiesen werden konnte. Die in Blattperoxisomen vorhandene Glutamin- 
s~nre--Glyoxylsgure-Aminotransferase, die in diesen Organellen an der 
Bildung yon Glyein aus Glyoxylsgure beteiligt ist, ist also in Glyoxy- 
somea nicht naehweisbar. 

Aus den geringen Untersehieden in der Spezifitgt der glyoxysomalen 
und der mitoehondrialen Aminotransferasen ergib~ sieh die Frage, ob i~ 
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den beiden Zellorganellen identisehe Enzymmolekiile oder versehiedene 
Isoenzyme vorliegen. Aus der Literatur sind mehrere F~tle bekannt, in 
denen Peroxisomen und Mitoehondrien versehiedenartige Isoenzyme ent- 
ha]ten. Besonders im Fall der Malatdehydrogenase wurde dieses Ph/~no- 
men relativ genau untersueht 19, ~0, ~1 Rehfeld und Tolbert konnten 
zeigen, dab Peroxisomen yon Spinatb]/~ttern ein in Mitochondrien und 
Chloroplasten nicht nachweisbares Isoenzym der Aspartat-Amino- 
transferase enthalten 4. 

Abb. 

BROMPHENOL- 
8LAU 

GLYOXY- MITOCHQH- 
SONEN ORfEN 

1. Polyacry]amidgel-Elektrophorese yon Glyoxysomen- 
und Migoehondrien-Aspartat-Aminotransferase 

In einem Versuch, verschiedene Isoenzyme der Aspart~t-Amino- 
tr~nsferase ~ueh in Zellorgane]]en des l~izinusendosperms nachzuweisen, 
wurden die zu untersuchendea Enzyme aus Glyoxysomen und Mito- 
chondrien durch Ultraseh~llbehandlung in L6sung gebracht und an- 
schlie~end mit I-Iilfe der Polyaery]amidgel-Elektrophorese untersucht. 
Nach Beeadigung der Elektrophorese wurde die Aktivit~t des Enzyms 
dutch spezifisehes Anf/irben der Gele nachgewiesen. Neben den reinen 
Organe]lenfraktionen wurden zur Kontrolle auch Mischungen der 
Fraktionen mit Hilfe der Elektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse 
dieser Versuche werden dureh Abb. 1 illustriert. Sowohl Glyoxysomen 
als auch Mitochondrien weisen ein komp]iziertes Isoenzymmuster auf, 
dessen Huuptbanden in tier Abbildung wiedergegeben werden. Eine 
Reihe yon sehw/~eheren Banden, die zum * Teil nur gelegentlich nach- 
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gewiesen werden konnten, wurdea nicht abgebildet. Die in Glyoxysomen 
und Mitochondrien a.uftretende Iqummer 1 der nach sinkender elektro- 
phoretischer Beweglichkeit numerierten Hauptb~nden ist nicht als 
einzelne Enzymbande zu betr~chten. Es h~ndelt sich d~bei in Wirklich- 
keit um etwa fiinf nieht vollst~ndig auflSsbare Einzelb~nden mit sehr 
~hnlicher Wanderungsgeschwindigkeit. Isoenzym 2 ist nnr in Mito- 
ehondrien nachweisbar, die Banden 3, 4 und 5 sind char~kteristisch fiir 
Glyoxysomen. Sie wurden gelegentlich mit wechselnder Intensit~t auch 
in Mitochondrienfraktionen gefunden, was aber mit gr6~ter Wahr- 
scheinlichkeit darauf zuriiekzufiihren ist, da13 Mitochondrienfraktionen 
aus Rizinusendosperm aueh nach Diehtegr~dientenzentrifug~tion oft 
dutch besch~tdigte Glyoxysomen vernnreinigt sind 2~. Isoenzym 6 scheint 
wieder beiden Organel]en gemeins~m zu sein, wobei hier al]erdings die 
MSg]iehkeit nieht ganz ausgeschlossen werden konnte, da~ ia Glyoxy- 
semen und Mitochondrien in "Wirkliehkeit zwei versehiedene, aber fast 
gleich sehnell w~ndernde Isoenzyme vorliegen. 

Aus der Intensit~t der Anfs der Banden 1/il3t sieh abseh~tzen, 
dal~ in beiden untersuehten Fraktionen die Aktivit/it der Bandengruppe 1 
iiberwiegt. Es ist daher anzurtehmen, dal~ diese Banden ~uch ira kineti- 
sehen Verh~Iten der Enzymaktivits in lViitoehondrien und Glyoxy- 
semen dominieren. Das in Zellorganellen aus Rizinusendosperm naeh- 
gewiesene Isoenzymmuster ist wesentlieh komplizierter ~ls das bei 
an~logen Untersuchungen mit Peroxisomen, Mitoehondrien und Chloro- 
plasten aus Spinatbl~ttern erhaltene Spektrum a. 

Elektrophoreseversuehe mit der 16slichen Fr~ktion konnten nieht 
eindeutig kl~ren, ob in Rizinusendosperm eine spezifisch cytopla.smati- 
sche Aspartat-Aminotransferase existiert, oder ob die Enzymaktivit/it 
dieser Fraktion nur auf eine teilweise Solubi]isierung mitochondrialer 
und vor allem glyoxysomuler Isoenzyme ws der Iso]ierung der 
Zellorgane]len zuriickzufiihren ist. 

Das gleiehzeitige Vorkommen yon wahrseheinlieh identisehen Iso- 
enzymen der Aspartat-Aminotransfer~se in Glyoxysomen und Mito- 
chondrien l~Bt einen gemeinsamen Syntheseort und eine gemeinsame 
l~egulation der Synthese dieser in verschiedenen Zel]organellen naeh- 
gewiesenen Enzyme vermuten. Dies maoht aueh eine g]eichartige oder 
gemeinsame Funktion der mitochondri~len und glyoxysomalen Enzyme 
w~hrscheinlich. Diese Uberlegung und die Resnltate tier Spezifitats- 
untersnchungen scheinen eine Funktion der glyoxysomalen Amino- 
transferase im Stoffwechsel versehiedener Aminosguren weitgehend aus- 
zuschliei3en, obwohl die Bedeutung der in den Organellen nachgewiese- 
nen Asparugin- und Glutamin-Aminotransferasen fiir dan Stoffwechsel 
dieser Verbindungen noeh schwer abznschgtzen ist. Insgesamt erseheint 
jedoch auf Grund der erhaltenen Ergebnisse die tIypothese wahr- 
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seheinlicher, dab die Aspartat-Aminotransferasen der Glyoxysomea und 
Mitochondrien gemeinsam an einem System zur Regen.erierung der 
oxidierten Form des glyoxysomalen Nicotinamidadenindinueleotids 
beteiligt sind. VSllig unbekannt ist beim derzeitigen Stand unseres 
Wissens, ob sigh die in den Orgaaellea naehgewiesenen versehieden- 
artigen Isoenzyme vielleieht doeh zum Teil aueh in ihren Stoffweehsel- 
funktionen unterseheiden. 

Die vorliegende Arbeit wurde dureh den Fonds zur F6rderung der 
wissensehaftlichert Forsehung, Wien, in dankenswerter Weise unter- 
stiitzt, t I e rm Professor Dr. O. Hof fmann-Os t en h o f  danken wir fiir hi l l  
reiehe Diskussionen. 
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