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Regulation der Chlorophyllbiosynthese

Lidit- und entwicklungsbedingte Aktivitätsänderungen von vier 
aufeinander folgenden Enzymen der Porphyrin- und 
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The activities of enzymes related with chlorophyll and porphyrin synthesis have been examined 
during development and greening of young corn leaves. The enzymes succinyl-CoA-synthetase 
(SCoAS), <5-amino-levulinate synthetase (ALAS), <5-amino-levulinate dehydratase (ALAD) and 
the enzymes involved in porphobilinogenase (PBGA) were under investigaton.

When leaves are illuminated and dilorophyll synthesis begins the activity of ALAD is not in­
fluenced. The activity of PBGA and SCoAS are slightly higher than in darkness, but the changes 
are below the range affecting chlorophyll biosynthesis. ALA, however, is only synthetized in the 
light. Synthesis ceases immediately when illuminiation ist stopped, indicating 'that in darkness 
ALAS is not active. On the other hand ALAS is active in dark grown roots, tubers and other 
non-leaf tissues.

Feeding the plant with succinate, glycine or a-keto-glutarate has no effect on chlorophyll 
synthesis, but the amount of ALA is reduced, whereas sucrose promotes its accumulation. The 
results are discussed with completely antitethual results obtained with tissue cultures of tobacco 
and are integrated into a scheme which excludes the contrariety of hypotheses deduced from experi­
ments with inhibitors of protein and nucleic acid synthesis. It is suggested that the varying results 
are caused by the action of light on different stages in differentiation of plastids and cells.

In contrast to the enzymes SCoAS, ALAD and PBGA whose activities were determined in 
vitro, ALAS was assayed in vivo by means of the accumulation of (5-amino-levulinate (ALA) after 
blocking the enzyme ALAD by levulinate (LA). Optimum accumulation is observed when the 
concentration is about 2 • 10"* m. LA is not converted to ALA in appreciable amounts. This could 
be proved by feeding the plants with 14C-LA which was prepared from uniformly labeled 
,4C-fructose.

Einleitung

Im Laufe der Evolution sind in der Chlorophyllbio­
synthesekette Blockierungen aufgetreten, die nur noch 
durch die Mitwirkung von Licht überwunden werden 
können 1. Abgesehen von der Photoreduktion des Pro- 
tochlorophyllids 2’ * am Ende der Synthesekette wer­
den die übrigen Blockierungen durch einen Mechanismus 
überwunden, der die Neusynthese von Nukleinsäu­
ren und Proteinen einsdiließt *. Bei der Frage, wel-
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che Proteine nur unter dem Einfluß des Lichtes gebildet 
werden, gehen die Meinungen auseinander. In der 
Literatur werden vor allem zwei Hypothesen disku­
tiert. Daneben existieren Regulationsmechanismen, die 
weniger direkt vom Licht beeinflußt werden.

Eine der Hypothesen postuliert, daß die Chloro­
phyllbiosynthese mit der Synthese des ersten spezifi­
schen Enzyms dieser Biosynthesekette, ALAS, gestar­
tet wird, das im Gegensatz zu allen übrigen Enzymen 
dieser Kette im Dunkeln nicht vorhanden ist. Diese 
Hypothese geht auf Versuche von G r a n ic k  4> 5 zurück, 
der ALA fütterte und feststellte, daß so behandelte 
Pflanzen weit mehr Protochlorophyllid anreicherten
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als nicht behandelteKontrollen. Diese Versuche wurden 
durch  G a s s m a n n  und B o g o r a d  ®-7 und andere Auto­
ren 8-10 durch die Anwendung von Hemmstoffen der 
Protein- und Nukleinsäure-Synthese erweitert. In 
Pflanzen, die mit diesen Stoffen behandelt waren, ist 
die Chlorophyllsynthese auch im Licht gehemmt. Inku­
bation mit ALA vermag wiederum die Hemmung zu  

überwinden.
K irk  u . A l l e n  11 und K ir k  12, die ebenfalls mit 

Hemmstoffen der Protein- und Nukleinsäuresynthese 
arbeiteten und ihre Versuche mit Euglena durchführ­
ten, kommen zu einem völlig anderen Schluß. Nicht 
ALAS ist der limitierende Faktor, oder wenigstens 
nicht ausschließlich, sondern ein Protein, das sich am 
Ende der Biosynthesekette in stöchiometrischen Men­
gen mit Chlorophyll verbindet. Es soll sich dabei um 
Thylakoidprotein oder den Proteinanteil von Proto- 
chlorophylli dholochrom handeln. Selbst schon ergrünte, 
mit Actidion gehemmte Euglenen vermögen bei ALA- 
Fütterung kein Chlorophyll mehr zu bilden.

Den Arbeiten einer Reihe weiterer Autoren ist zu 
entnehmen, daß Chlorophyllsynthese nur bei gleich­
zeitiger allgemeiner Proteinneusynthese 8>13-16 möglich 
ist und daß Phytochrom bei der Induktion der Chloro­
phyllsynthese eine große Rolle sp ielt17-22.

Nach eigenen, direkten Aktivitätsmessungen von 
Enzymen der Chlorophyllbiosynthese in ergrünenden 
Zellkulturen von Tabak 23-25 könnte diesen Hypothe­
sen eine weitere hinzugefügt werden, die besagt, daß 
weder einem Protein am Anfang noch am Ende der 
Chlorophyllbiosynthesekette allein eine entscheidende 
Rolle zukomme, sondern daß die ungenügende Akti­
vität der gesamten Kette bei der Chlorophyllbiosyn­
these limitierend ist. So wurde gefunden, daß ALAS 
in dunkel wachsenden Zellen aktiv ist, aber trotzdem 
kein Protochlorophyllid gebildet wird, daß die Akti­
vität von ALAS und die der nachfolgenden Enzyme 
ALAD und PBGA (die Aufeinanderfolge der Enzyme 
und ihrer Produkte ist in Abb. 1 schematisch darge­
stellt) im Licht ansteigt und die Menge an Chlorophyll 
eng mit der Enzymaktivität korreliert ist.

Die Vielschichtigkeit des Problems der Induktion 
und der Steuerung der Chlorophyllbiosynthese wird 
noch deutlicher, wenn man Regelmechanismen, wie sie 
bei dem photosynthetisch tätigen Bakterium Rhodo­
pseudomonas spheroides gefunden wurden 26-32> in die 
Betrachtungen einbezieht, oder die Vielzahl anderer 
Endprodukte des PorphyrinstoffWechsels (Abb. 1), die 
ebenfalls einer Regulation unterliegen müssen.

In Rhodopseudomonas reprimiert Häm als Core-

Abb. 1. Schema des Porphyrinsynthesewegs mit seinen Ver­
zweigungen. Die unmittelbaren Vorstufen der offenkettigen 
Tetrapyrrole Phytochrom-Chromophor, Phycoerythrobilin 
und Phycocyanobilin sind nicht bekannt.

pressor die Neusynthese von ALAS und hemmt das 
Enzym selbst allosterisch 26-29. Man kann sich vorstel­
len, daß bei Belichtung durch einsetzende Chlorophyll­
synthese Porphyrine abgezogen werden und die Kon­
zentration von Häm unter die hemmende Menge 
absinkt. Möglicherweise liegen ähnliche Steuermecha­
nismen auch in höheren Pflanzen vor. Hinzu kommt 
bei Rhodopseudomonas ein nicht völlig verstandener 
Regelmechanismus, der von Sauerstoff abhängig ist30-32.

Eine gewisse Steuerung ähnlicher Stoffwechsel er­
reicht die Zelle durch Trennung in verschiedene Reak­
tionsräume, beim Porphyrinstoff W echsel durch die Ver­
lagerung der gesamten Chlorophyllbiosynthesekette in 
die Plastiden 33-36. Die Chlorophyllbiosynthesekette ist 
damit untrennbar mit allen ihren Gliedern von der 
Ausbildung derselben abhängig. Schon in Proplastiden 
sind die ersten Glieder nachweisbar 36, unbestimmt ist 
allein noch die Lokalisation von ALAS 37-39, da in den 
Plastiden noch kein Succinat aktivierendes System ge­
funden wurde.

Die vorliegende Arbeit verfolgt nun zwei Ziele:
1. Durch direkte Bestimmung von Enzymaktivitäten 
in der Chlorophyllbiosynthesekette während der Ent­
wicklung und der Ergrünungsphase sollten neue Infor­
mationen zum Problem der Induktion und Regulation 
der Chlorophyllbiosynthesekette gewonnen werden 
und 2. sollten die bisherigen, so unbefriedigend hete­
rogenen Daten und Beobachtungen so geordnet wer­
den, daß Beziehungen und Abhängigkeiten sichtbar 
werden und die neuen Informationen zwangslos ein­
gefügt werden können.
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Die Bestimmung von Enzymaktivitäten, wie sie 
dank der in den letzten Jahren erfolgten Mitteilun­
gen über die Eigenschaften der Enzyme SCoAS 40> 41, 
ALAS 42, ALAD 34>43-46 und PBGA47-51 vorgenom­
men werden konnten, erlauben spezifischere Aussagen 
als Versuche mit Hemmstoffen der Protein- und 
Nukleinsäuresynthese und die Messung des Endpro­
duktes Chlorophyll.

Methoden

Saatgut und Anzucht
Zu den meisten Versuchen wurde Badischer Land­

mais verwendet; andere nicht näher bezeichnete Sor­
ten ergaben vergleichbare Ergebnisse. Die Karyopsen 
wurden vor der Aussaat in Schalen mit Torf 24 Stdn. 
eingequollen. Die Temperatur des Kulturraumes be­
trug 28 °C. Bei Versuchsbeginn hatten die Maispflan­
zen eine Länge von 12 bis 15 cm über dem Epikotyl- 
knoten.

Inkubation
Die Pflanzen wurden kurz unterhalb des Epikotyl- 

knotens abgeschnitten und in Bechergläser mit 1/2 kon­
zentrierter K n o o p  scher Lösung gestellt, die je nach 
Versuchsziel Substanzen wie LA oder Zucker enthielt. 
Wenn die gewünschte Menge Substanz im Dunkeln 
auf genommen war, wurden die Pflanzen zum Versuch 
in eine feuchte Kammer umgesetzt. Kleinere Gewebe­
stücke wurden im Medium schwimmend in Petrischa­
len inkubiert.

Die Lichtintensität unter Leuchtstofflampen (Philips 
TL 40 W/55) betrug 3500 Lux.

Herstellung von Enzymrohextrakten
Maisblätter wurden von der noch anhaftenden Kole- 

optile befreit, an ihrem unteren Ende 3 cm abgeschnit­
ten und im Porzellanmörser unter Kühlung mit 
Quarzsand 1 : 1 (Gew./Vol.) in einer 0,05 m  Tris- 
lösung, die 0,025 M an ME war, zerrieben. Die Flüs­
sigkeit des Homogenates wurde durch ein Tuch abge­
preßt und 30 Min. bei 18 • 103 g zentrifugiert. Für die 
Bestimmung von ALAD wurde der Extrakt zur Ent­
fernung von Hemmstoffen noch über Sephadex G 25 
zentrifugiert52.

Succinyl-CoA-Synthetase
Wegen der geringen UV-Durchlässigkeit der En­

zymansätze wurde die Hydroxylaminmethode von 
K a u f m a n n  53 benutzt. Zum Test wurden 0,2 ml Tris- 
HCl-Puffer (0,2 m ) pH  7,8; 0,05 ml Na-Succinat (1 m ) ;  
0,05 ml ATP (0,05 m ) ;  0,2 ml CoA (lm g/m l); 0,025 ml 
Mercaptoäthanol (0,1 m ) ;  0,025 ml MgCl2 (0,1 m ) ;  
0,1 ml N H 2O H  pH  7,2 (2,4 m ) ,  Enzymlösung und 
Wasser zum Endvolumen von 1 ml einpipettiert. Bei 
25 °C wurde längstens 30 Min., so lange die Reaktion 
noch linear war, inkubiert und die Inkubation mit 
0,2 ml eines Reagenzes, das 5 °/o FeCls, 12 °/o TCA in

3 n  HCl enthielt54, abgebrochen. Nach dem Zentri­
fugieren wurde die Extinktion bei 540 nm gegen eine 
Probe gemessen, die zum Zeitpunkt 0 abgebrochen war 
oder kein Succinat enthielt. 1 //Mol Succinhydroxam- 
säure im Ansatz gibt bei einer Sichtdicke von 1 cm eine 
Extinktion von 0,43.

d-Aminolävulinsäuresynthetase
Dieses Enzym ist äußerst labil 10>42’ 55 und steht des­

halb zu Reihentesten nicht zur Verfügung. Es läßt sich 
jedoch in vivo relativ gut über die Anreicherung von 
ALA nach spezifischer Blockierung des Folgeenzyms 
ALAD mit Strukturanalogen von ALA wie LA 56 oder 
Hydroxy-LA57 messen58-«0. Wir verwendeten LA. 
Diese Meßmethode hat dazu den Vorteil, die Vorgänge 
in der Zelle selbst zu erfassen.

Die Pflanzen wurden bei Versuchsende 1 : 2 (Gew./ 
Vol.) mit 0,05 m  TCA zerrieben. Nach dem Zentri­
fugieren wurde der Überstand auf pH  4,6 gebracht 
und 20 : 1 mit Acetylaceton versetzt, das ALA wäh­
rend 10 Min. im kochenden Wasserbad in ein mit Ehr- 
lichs Reagenz nachweisbares Pyrrol (2-Methyl-3-ace- 
tylpyrrol-4-propionsäure) überführte61. Bei 552 nm 
war der M Extinktionskoeffizient 64 • 108 l/Mol - cm •*-

d-Aminolävulinsäuredehydratase
1 ml des bei 32 °C inkubierten Ansatzes enthielten 

0,1ml ALA (3 mg/ml), 0,5 ml Tris-HCl-Puffer pH  8,3 
(0,1 m ) , 0,05 ml MgCl2 (0,1 m ) ,  0,05 ml ME (0,1 m ) 
und Enzymlösung. Nach dem Abbrechen des Ansatzes 
mit je 0,1 ml 3 m  TCA und 0,1 m  HgCl2-Lösung wur­
den Aliquote 1 :1 mit Ehrlichs Reagenz ( lg  Dimethyl - 
aminobenzaldehyd in 16 ml Perchlorsäure und 34 ml 
Eisessig) versetzt und die Extinktion bei 555 nm ge­
messen (£m: 62 • 103 l/Mol • cm) 62. Aus PBG ent­
standenes Uroporphyrin wurde in die Auswertungen 
einbezogen.

Porphobilinogenase
Wie alle Enzymteste wurden die Ansätze der Ein­

fachheit wegen in Zentrifugengläsern ausgeführt. Sie 
enthielten 0,1 ml PGB (1 mg/ml), 0,5 ml Tris-HCl- 
Puffer pH  8,2 (0,2 m ) , 0,1 ml EDTA pH  8,2 (0,025 m ) 
und Enzymlösung in einem Gesamtvolumen von 1 ml. 
Die Inkubation, die bei 32 °C erfolgte, wurde durch 
0,1 ml 3 m  TCA abgebrochen und der klarzentrifu­
gierte Überstand 1 : 1 mit 5 m  HCl versetzt. Werte für 
Uroporphyrin wurden nach 2-3-stdg. Autoxydation 
im Licht bei 406 nm gemessen (£m: 530 * 103 l/Mol 
cm) 47.

Kolorimetrischer Nachweis von Lävulinsäure
Eine Farbreaktion der -C H 2-C O -C H 2-G ruppe68 

wurde für Lävulinsäure zum quantitativen Nadiweis 
verwendet. Unter Schütteln wurde in der angegebe­
nen Reihenfolge 0,2 ml Lävulinsäure (lO ^-lO -4 m ) ,  
0,5 ml H 20 ,  0,25 ml konzentrierte Schwefelsäure und 
0,05 ml Salicylaldehyd einpipettiert. Die Mischung
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wurde daraufhin 2 Stdn. im kochenden Wasserbad ge­
halten, danach abgekühlt und vor dem Messen mit
1 ml Isopropanol versetzt. Das Absorptionsmaximum 
liegt bei 518 nm. Gegen eine Probe ohne LA gemessen 
ergeben 0,1 /tMol LA eine Extinktion von etwa 0,4. 
Zusatz größerer Mengen Schwefelsäure bedingt Farb­
vertiefung und schnellere Farbbildung, erhöht jedoch 
das Risiko unkontrollierter Farbbildung mit Salicyl- 
aldehyd allein. Von ALA wird der Test nicht beein­
flußt.

Chromatographie von ALA, PBG, LA und 
verwandten Verbindungen

Es wurden Kieselgel- (Kieselgel G, Merck) und Zel­
lulose- (Marcherey, Nagel & Co, MN 300 und mikro­
kristallin) Platten in der üblichen Weise hergestellt. An 
Laufmitteln für Zelluloseplatten wurden verwendet:

1) n-Butanol -  Eisessig -  Wasser (6 3 :1 1 :26) 64
2) n-Butanol -  Ameisensäure -  Wasser (5 5 :45:3)
3) n-Butanol -  10 n  N H 4O H  -  Wasser (50 :1 :49 , 

obere Phase)61
4) Äthanol -  Eisessig -  Pyridin -  Wasser 

(95 :10 :3 :3 ) 65
Zur Trennung auf Kieselgelplatten dienten:

2) n-Butanol -  Ameisensäure -  Wasser (5 5 :45:3)
3) n-Butanol -  10 nN H 4O H  -  Wasser (5 0 :1 :49, 

obere Phase)61
5) Äthanol -  Chloroform -  Ammoniak -  Wasser 

(53 :30 :15 :1 ,5 ) 66
6) Benzol -  Methanol -  Eisessig (79 :14 :7 ) 87
Eine Übersicht über die R {-Werte gibt Tab. I. Auf 

mikrokristalliner Zellulose liegen diese im allgemei­
nen etwas tiefer als auf MN 300. ALA zersetzt sich 
leicht auf Kieselgelplatten.

Tab. I. h/?/-W erte von ALA , AA, A LA P A A P PBG und 
LA auf Zellulose- und Kieselgelschichten ($ =  Schwanzbil­

dung).

Schicht Laufmittel A LA /A LA P A A /A A P PBG LA

Zellulose 1 43 87 44 96 61 88
Zellulose 2 70 94 87 94 85 88
Zellulose 3 0 21 63 91 0 —

Zellulose 4 23 92$ 44 94$ 45$ 87
Kieselgel 2 28 78 29 85 50 76
Kieselgel 3 — 19 — 82 0 —
Kieselgel 5 20 64 — 97 13 36
Kieselgel 6 15 45 — 66 8 75

Nachweis von ALA, PBG, LA und verwandten 
Verbindungen auf DC-Platten

PBG, ALAP und AAP konnten unmittelbar durch 
Besprühen mit Wasser verdünntem Ehrlich Reagenz 
(1 :1) sichtbar gemacht werden. ALA und AA wurden 
auf den Platten durch Besprühen mit Acetylaceton in
0,5 m  Natriumacetatpuffer pH 4,6 ( 1 : 1 0 )  und anschlie­
ßendes Erhitzen auf 80-90  °C  in ALAP und AAP

übergeführt. In wenigen Fällen erfolgte der Nachweis 
von ALA mit Pikrinsäure 88. Zum Nachweis von LA  
auf Kieselgelplatten wurden diese mit einer frischbe­
reiteten Mischung aus konzentrierter Schwefelsäure, 
Äthanol und Salicylaldehyd (20 :80 :5) besprüht. Nach 
dem Erhitzen auf 100-120 °C  zeigten sich in der Posi­
tion von LA ziegelrote Flecken auf schwach rosa 
Untergrund. 1 war noch nachzuweisen. 14C-m ar- 
kierte Verbindungen wurden im DC-Scanner (Ber- 
thold) oder durch Autoradiographie nachgewiesen.

Bestimmung von Bezugsgrößen

Trockengewichtsangaben beziehen sich auf gefrierge­
trocknetes Material. Lösliches Protein wurde zur Ver­
meidung störender Absorption in 0,3 M TCA ausge­
fällt, in 1-proz. Na-Dodecylsulfat gelöst und mit der 
Methode von L o w r y et a l .69 bestimmt.

Bei sehr stark gefärbten Lösungen wurde die K j e 1 - 
d a h 1 methode verwendet. Chlorophyll wurde aus 
gefriergetrocknetem Material mit 80-proz. Aceton ex­
trahiert. Mittels eines Nomogramms12 wurden die bei 
663 und 645 nm gemessenen Extinktionswerte in Chlo­
rophyllwerte übertragen.

Enzymatische Synthese von Porphobilinogen

Für die Synthese von PBG aus ALA genügte das 
dialysierte Präzipitat des ersten Anreicherungsschrit­
tes von ALAD aus Spinat S4. Der Ansatz enthielt in 
100 ml etwa 125 mg Protein, 100 mg ALA, 5 mMol 
Tris-HCl-PufTer pH 8,3; 0,5 mMol ME und 0,5 mMol 
MgCl2. Vor der Inkubation bei 32 °C  wurde die für 
den jeweiligen Versuchsansatz optimale Na-Dodecyl- 
sulfatkonzentration ermittelt 23. Die Reaktion kam bei 
etwa 75 °/o der theoretisch möglichen Menge an PBG  
zum Stillstand, wonach das Protein mit TCA ausge­
fällt wurde. Aus dem auf pH 4,5 gebrachten Über­
stand wurde mit frischbereiteter, gesättigter H gA c2- 
Lösung PBG als Hg-Salz mit roten Nebenprodukten 
ausgefällt und abzentrifugiert. Das Präzipitat wurde 
in H 20  suspendiert und PBG mit H 2S freigesetzt. 
Nach Zentrifugation, Einengen des Überstandes auf
1 -2  ml und vorsichtiger Einstellung des pH-Wertes 
auf pH 4,5 bildeten sich meist spontan noch stark rot 
gefärbte Kristalle 70 (Ausbeute 45 °/o). Diese wurden 
in wenig verdünntem Ammoniak gelöst und über eine
50 • 2,5 cm Sephadex G 25 Säule gegeben, die die 
roten Begleitsubstanzen an der Front abtrennte. Die 
PBG-Lösung ist danach völlig farblos. Bei erneuter, 
durch die geringe Salzkonzentration erleichterter Kri­
stallisation bilden sich nur noch schwach rosa gefärbte 
Kristalle.

Herstellung von uniform 14C-markierter Lävulinsäure 
aus Fruktose

20 mg Fruktose mit einer auf alle C-Atome verteil­
ten Radioaktivität von 50 //Ci wurden mit 0,5 ml
0,5 n  HCl im Glasrohr eingeschmolzen und 8 Stdn.
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auf 140 °C  erhitzt. Diese Temperatur begünstigt in 
den ersten Stunden die Anreicherung des Zwischen­
produktes Hydroxyfurfural 71, das dann im weiteren 
Verlauf zu Lävulinsäure und Ameisensäure zerfällt.

Durch Variation der H +-Ionenkonzentration läßt 
sich die Reaktion beschleunigen oder verlangsamen. 
Abb. 2 zeigt den Versuchsverlauf mit nicht markierter 
Fruktose in 2,5 • 10-2 H Cl. Zu verschiedenen Zeiten 
entnommene Proben wurden auf Kieselgelplatten auf­
getragen und mit Laufmittel 5 entwickelt. Mit Salicyl- 
aldehydsprühmittel wird die unterste Fleckenreihe 
schwarz (Fruktose), die große mittlere ziegelrot (Lävu­
linsäure), die schmale darunter braun und die oberste 
dunkelviolett (Hydroxyfurfural?). Man erkennt deut­
lich wie sich zuerst auf Kosten der Ausgangssubstanz 
das Zwischenprodukt anreichert und mit dem Entste­
hen des Endproduktes dieses wieder verschwindet.

Nach Versuchsabbruch wurde das Produkt von 
teerartigen Bestandteilen abzentrifugiert und über 
Chromatographie auf Kieselgelplatten gereinigt. Ra­
dioaktivität, die noch aus der braunroten Bande mit­
geschleppt wurde, wurde über eine 80 X  0,8 cm 
Sephadex-G-10-Säule abgetrennt. Danach war das 
Produkt auf 2 Schichten und 5 Laufmitteln einheit­
lich. Von den eingesetzten 1,85 * 106 cps (50 /j,Ci) 
waren im Produkt 10® cps wieder zu finden. Bei Be­
rücksichtigung des Verlusts eines C-Atoms entspricht 
dies einer Ausbeute von 65 °/o.

Die Radioaktivität wurde im Scintilationszähler 
(Tri-Carb. Modell 3380, Packard) bestimmt oder mit 
einer etwa 12-proz. Zählausbeute auf Zelluloseschich­
ten mit einem Methandurchflußzähler (Frieseke und 
Hoepfner).

1 2  3  U 5 ,5  8 .5  11,5 h
_______ I______ I______ I______ I------1---- 1----- 1------------

Front ___________

i  t  t  • •
------@----- e ----- 0 — ©— e — 0 ----- ®— Start

Abb. 2. Synthese von Lävulinsäure aus Fruktose. Dem auf 
140 °C  erhitzten Ansatz (Fruktose in 2,5 * 10-2 n  H Cl) 
wurden zu verschiedenen Zeiten nach Versuchsbeginn Pro­
ben entnommen und auf Kiesegelplatten mit Laufmittel 5 
aufgetrennt. In der untersten Fleckenreihe findet sidi Fruk­
tose, in der obersten ein Zwischenprodukt, in der mittleren, 
stark ausgeprägten, Lävulinsäure. Nachweis mit Salicylal- 
dehyd-Sprühreagenz.

Ergebnisse

1. Nachweis von ALAS über die Anreicherung von ALA

Das Enzym ALAS konnte bisher nicht aus höheren 
Pflanzen isoliert werden und selbst der Nachweis des­

selben ist in Extrakten pflanzlicher Gewebe nur selten 
möglich gewesen 42> 72. In vivo bietet sich jedoch die 
Möglichkeit, ALAS-Aktivität über die Anreicherung 
seines Produktes ALA zu bestimmen.

Werden nämlich kleine Stücke pflanzlichen Gewebes 
in Nährlösung mit LA inkubiert, so häufen sich in den 
Zellen meßbare Mengen einer Substanz an, die sich mit 
Acetylaceton ebenso wie ALA zu einer mit Ehrlichs 
Reagenz kirschrot nachweisbaren Verbindung umsetzt. 
Dasselbe wird beobachtet, wenn Mikroorganismen mit 
LA inkubiert werden s8-60. Da LA das ALA umset­
zende Enzym ALAD blockiert 56, ist anzunehmen, daß 
die vor dem Block angereicherte Substanz mit ALA  
identisch ist. Die Identität ließ sich durch Cochromato- 
graphie und Chromatographie auf DC-Platten in ver­
schiedenen Laufmitteln mit Vergleichssubstanzen wie 
ALA, AA, PBG, ALAP und AAP beweisen. Vor der 
DC mußten noch die Trennung störende Stoffe aus 
dem TCA -Extrakt (s. Methoden) entfernt werden. 
Nach Ausäthern, Einengen und einer Fällung mit 
Ammoniak bei pH 7 -9  wurde der klarzentrifugierte 
Uberstand auf einer Sephadex G 10 oder G 15 Säule 
in 0,02 n  HCl chromatographiert. Danach konnte die 
mit Ehrlichs Reagenz positive Fraktion auf D C -Plat­
ten weiter analysiert werden. Laufmittel, Schichten 
und Ä{-Werte sind unter den Methoden aufgeführt.

Den Analysenergebnissen zufolge besitzen die unter­
schiedlichsten, in Tab. II zusammengestellten pflanz­
lichen Gewebe wie Wurzeln, Knollen, Hypokotyl, 
Epikotyl und Endosperm die Fähigkeit ALA in nach­
weisbarer Menge zu synthetisieren. Sie liefern damit 
den Beweis, daß das für die ALA-Synthese verant­
wortliche Enzymsystem oder Enzym ALAS in pflanz-

Tab. II. Anreicherung von ALA in verschiedenen pflanz­
lichen Geweben nach Inkubation mit LA.

in 2 • 10 2m LA  in 10~2m LA  
nMol ALA/g FG  nMol A LA /g FG

Organ Pflanze
in 24b in 48h in 24h in 48h

Wurzel Meerrettich 83 130 38 69
Mais — — 51 104
Schwarzwurzel 19 92 — —

Karotte — — — 12
Rizinus — — 69 —

Knolle Kartoffel 51 172
Kohlrabi 53 134
Sellerie 54 116

Hypokotyl Rizinus 39 —
Epikotyl Mais 38 —
Endosperm Rizinus 33 —
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liehen Geweben schon vor dem Ergrünen ständig aktiv 
ist. (Man vgl. hierzu die Hypothese von G assman und 
B o g o rad  6>7.) Entsprechende Ergebnisse erhielten wir 
von Versuchen mit Gewebekulturen von Tabak 25. In 
Kartoffelscheibchen reicherten sich in 48 Stdn. über 
170 nMol ALA pro g Frischgewicht an. Ergrünten die 
Kartoffeln, so stiegen die Werte für ALA an. An das 
umgebende Medium wurde ALA nicht abgegeben.

Nach diesen Versuchen war es um so überraschen­
der, daß in etiolierten Maisblättern unter denselben 
Bedingungen keine ALA oder nur Spuren davon nach­
gewiesen werden konnten. ALA reicherte sich erst an, 
als die Maisblätter während der Inkubation ins Licht 
gestellt wurden.

2. u C-Einbau von markierter LA in ALA

Bei den in unseren Versuchen verwendeten hohen 
LA-Konzentrationen und den vergleichsweise gerin­
gen Mengen angereicherter ALA war nicht auszuschlie­
ßen, daß LA  wie y,(5-Dioxovaleriansäure 73 von der 
Pflanze aminiert wird und ALA entsteht. Um diesem, 
die Versuche in Frage stellenden Verdacht nachzu­
gehen, wurde LA durch uniform 14C-markierte LA er­
setzt und die Radioaktivität der entstehenden ALA  
bestimmt.

Die Pflanzenextrakte wurden in der für die Iden­
tifizierung von ALA beschriebenen Weise gewonnen, 
von Ballaststoffen befreit, eingeengt und über eine 
80 • 0,8 cm Sephadex G 10 Säule gegeben, auf der 
ALA von LA getrennt wird. Die Abtrennung der 
Radioaktivität ist nicht vollständig, da eine Reihe von 
markierten Substanzen auftreten, bei denen es sich 
weder um ALA noch um LA handelt. Bei DC traten 
bis zu 8 Verbindungen auf.

Diese Verbindungen ließen sich auch durch weitere 
Chromatographie an Säulen wie Dowex 50 oder Poly­
amid nicht vollständig aus den ALA enthaltenden 
Fraktionen entfernen. Es wurde deshalb ALA in den 
Eluaten mit Acetylaceton in 2-Methyl-3-acetylpyrrol- 
4-propions. überführt und dieses bei niedrigem PH - 
Wert ausgeäthert. Dieses Verfahren brachte für alle 
Versuche ein einheitliches Ergebnis. Nur noch 7 -9  %> 
der spezifischen Radioaktivität der eingesetzten LA  
waren in ALA wiederzufinden. Die Ergebnisse sind in 
Tab. III zusammengestellt. Chromatographie von 
ALAP änderte an der spezifischen Aktivität nichts 
mehr. Sprühfleck und Aktivitätsfleck waren deckungs­
gleich. Mindestens 92 °/o der gebildeten ALA sind dem­
nach nicht aus LA entstanden; selbst die Markierung 
des Rests kann über LA-Metaboliten in ALA gelangt 
sein.

ALA ist über ein System gebildet worden, für des­
sen Tätigkeit die durch LA hervorgerufene ALA-An- 
reicherung als Maß dienen kann.

3. Lichtinduzierte ALA-Anreicherung in Abhängigkeit 
von der LA-Konzentration

LA wird von Maispflänzchen über das kurz unter 
dem Knoten abgeschnittene Epikotyl im selben Ver­
hältnis mit der Nährlösung aufgenommen, wie es in 
dieser enthalten ist. Zwei Versuche mit je drei Proben 
mit 14C-markierter LA ergaben für 5 X auf Zellulose­
schichten eingetrockneter Nährlösung im Methandurch- 
flußzähler folgende Werte: 401 bzw. 1382 cpm bei 
Beginn des Versuchs und 406 bzw. 1233 cpm am Ende. 
Die Verteilung der aufgenommenen LA in den Blät­
tern ist nicht völlig homogen. Im unteren Blattdrittel 
sammelte sich bei einem Versuch mit markierter LA

Tab. III. Bestimmung der spezifischen Radioaktivität von ALA aus Maisblättern nach Inkubation der Pflanzen mit 
uniform 14C-markierter LA. Bei Versuch II wurden die oberen (a) von den unteren (b) Blatteilen getrennt.

Versuch
I Ha

Versuch
Ilb

Blattgewicht (g) 
aufgenommene LA (//M ol)

355
3,13  • 104

165
1,69 • 105

angereicherte ALA (//M ol) 5,56 • 10« 9,45 • 105 6,54 • 10»
eingesetzte spezifische A ktivität (cpm/,uMol LA) 
A ktivität im ausgeätherten T C A -E xtrak t 5,85 • 104 8,5 • 104
(cpm /^M ol ALA) 3,15 • 104 3,0  • 104 3,95 • 10*
A ktivität nach der Sephadex-Säule (cpm ///M ol ALA 2,92  • 103 1,25 • 104 1,19 • 104
A ktivität nach der Dowex-Säule (cpm ///M ol ALA) 
A ktivität nach Überführung ins Pyrrol 16,7 11,5 8,4
(cpm ///M ol ALAP) 1,42 4,75 1,63
°/o der ursprünglichen spezifischen LA -A ktivität 9,3 7,4 7,0
in ALAP
°/o der ursprünglichen spez. LA -A ktivität nach 
Dünnschichtchromatographie von ALAP

— 10,9
7,6
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mehr LA (1,06 • 107 cpm) an als in den oberen zwei 
Dritteln (4,48 • 10® cpm), obwohl 75 °/o der ALA sich 
dort bildeten (vgl. Tab. III).

Abb. 3. Chlorophyllbildung und Anreicherung von <5- 
Aminolävulinat nach Inkubation von Maispflänchen mit 
verschiedenen Konzentrationen von LA  im Licht (O ) und 
Dunkeln. (• ). Versuchsdauer 10 Std.

Bei den Versuchen wurden die Pflanzen im Dunkeln 
und im leichten Luftstrom so lange belassen, bis sie die 
gewünschte LA-Menge aufgenommen hatten und an­
schließend unter einem Glassturz und hoher Luftfeuch­
tigkeit belichtet. Die Inkubationsdauer betrug 6 -8  Stdn. 
Die in Abb. 3 wiedergegebenen Konzentrationswerte 
beziehen sich auf das gesamte Blatt, dessen Gewicht mit 
der aufgenommenen LA-Menge in Beziehung gesetzt 
wurde. Die für die Anreicherung von ALA optimale 
Konzentration lag bei etwa 2- IO-2Mol/1 L A (= M o l/g  
Blatt). Zu niederen Konzentrationen hin fällt die An­
reicherungskurve steil ab. Erst bei Konzentrationen 
von 3 -5  • IO-2 Mol/1 und höher beginnen die Pflanzen 
zu welken und weniger ALA zu synthetisieren. Die 
Zeit ist nur für die angereicherte Menge, nicht jedoch 
für die Lage des Optimums von Bedeutung. Es fällt 
auf, daß ganz im Gegensatz zu den Verhältnissen bei 
Tabakgewebekulturen25 die Chlorophyllsynthese wenig 
oder nicht beeinflußt wird. Im Dunkeln bildeten sich 
nur Spuren von ALA am Ende der Konzentrations­
reihe.

4. Zeitlicher Verlauf der ALA-Anreicherung

Nachdem die Pflanzen im Dunkeln die gewünschte
Menge an LA aufgenommen haben, steigt im Licht die 
in den Blättern nachweisbare Menge an ALA allmäh­

lich an. Während der ersten Stunden der Belichtung ist 
noch wenig Anreicherung festzustellen, obwohl die 
Chlorophyllsynthese schon merklich einsetzt. Der wei­
tere Verlauf der ALA-Anreicherungskurve ist dann 
exponentiell bis linear ansteigend und wird, wenn 
größere Mengen an ALA gebildet worden sind, sigmoid 
oder abfallend. Dem Kurvenverlauf der Abb. 4 ist zu 
entnehmen, daß die Aktivität von ALAS über einen 
längeren Zeitraum hin während der Belichtung an­
steigt. Der Aktivitätsanstieg kann als lichtinduzierte 
Neusynthese von Enzymprotein gedeutet werden. Ver­
suche mit Hemmstoffen der Protein- und Nuklein­
säuresynthese stützen diese Deutung 6> 7>10.

Lichtabbruch führt zum sofortigen Stillstand der 
ALA-Anreicherung; der ALA-Spiegel bleibt für Stun­
den auf demselben Niveau, ehe er langsam absinkt. 
Auch bei einer labilen ALAS mit geringer biologischer 
Halbwertzeit von 1 1 / 2  Stdn., wie sie bei Gerste aus 
Versuchen mit Hemmstoffen der Proteinsynthese er­
mittelt 10 wurde, hätte man in den ersten Stunden nach 
Lichtabbruch noch einen geringen Anstieg erwartet. In 
einer unlängst erschienenen Arbeit 55, die sich wieder­
um mit Effekten von Hemmstoffen der Protein- und 
Nukleinsäure-Synthese auf die Chlorophyllsynthese 
beschäftigte, wird die Lebenserwartung von ALAS aus 
Gerste mit 10 Min. angegeben. Der Verlauf der ALA- 
Anreicherungskurve in Abb. 4 spricht für eine mindest 
ebenso geringe Uberlebensdauer von ALAS aus Mais­
blättern. Allenfalls könnte man noch eine nur im 
Dunkeln auftretende allosterisdie Hemmung anneh­
men. Das der Abb. 4 eingefügte Diagramm, in dem 
die Ergebnisse aus 5 Versuchen gemittelt sind, zeigt 
nochmals, daß mit Beginn der Dunkelheit keine Syn­
these von ALA mehr zu verzeichnen ist.

Erneuter Lichtbeginn nach mehrstündiger Dunkel­
heit setzt die ALA-Synthese nicht wieder in Gang. 
4 Stdn. nach Lichtbeginn ist noch keine Steigerung über 
das Ausgangsniveau zu beobachten. Da seit der Kei­
mung imHell-Dunkel-Wechsel aufgewachsene, voll er­
grünte Pflanzen noch ALA-Anreicherung zeigen, ist 
zumindest mit einer ausgedehnten, vielleicht durch die 
lange Einwirkung von LA bedingten Latenzzeit zu 
rechnen.

5. Einfluß primärer Stoffwechselprodukte auf die 
ALA-Anreicherung

Die für die Chlorophyll- und ALA-Synthese nöti­
gen Vorstufen Glycin und Succinat scheinen auch von 
abgeschnittenen Pflänzchen in optimaler Menge gebil­
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det zu werden. In 1/2 konzentrierter Knoopsdier 
Nährlösung, die 10-1 oder IO-2 m an Glycin bzw. Suc- 
cinat war, wurde von den Pflänzchen weniger ALA  
angereichert als in Lösungen ohne Zusätze. Besonders

Abb. 4. Chlorophyllbildung, Anreicherung von «5-Amino- 
lävulinat und in vitro-A ktivität von <5-Aminolävulinat- 
dehydratase im Licht (O ) und nach Lichtabbruch (• ). In 
vivo war AL AD durch IO-2 M LA  gehemmt (A )  =  Dunkel­
kontrollen. Eingefügte Abbildung: Anreicherung von ALA  
nach Lichtabbruch im Vergleich zu Dauerlicht; aus 5 Ver­
suchen gemittelte Kurven.

stark war der Rückgang, wenn beide Substanzen 
gleichzeitig anwesend waren. Nicht anders verhielt 
sich a-Ketoglutarat. Es fiel auf, daß sich der Chloro­
phyllgehalt trotzdem nicht signifikant von dem der 
Kontrollen unterschied (Tab. IV). Diese Beobachtung 
deckt sich mit Befunden an Gerste, bei der Glycin und 
Succinat ebenfalls ohne Wirkung auf die Chlorophyll­
synthese bleiben 10. Zucker, die bei Versuchen mit Boh­
nenblättern die Latenzzeit der Chlorophyllsynthese 
verkürzen und die Protochlorophyllid- und Chloro­
phyllsynthese stimulieren 74>75, beeinflußten in Mais­
pflänzchen ALA-Anreicherung und Chlorophyllsyn­
these nur geringfügig. Von den verwendeten Zuckern 
wurde nur mit Saccharose eine gesicherte, ein Drittel 
über den Kontrollen liegende Zunahme von ALA be­
obachtet. Wieder waren die Chlorophyllwerte nicht 
signifikant von den Kontrollwerten verschieden. In 
Ansätzen mit LA allein war der Chlorophyllgehalt 
gegenüber den nur mit Knoopscher Lösung behandel­
ten Pflanzen im Mittel um etwa 6 %  reduziert.

Tab. IV. Chlorophyll- und ALA-Anreicherung bei Fütte­
rung von Maispflanzen mit primären Stoffwechselproduk­
ten (0,1 m ) .  Die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern 
sind auf Kontrollen ohne LA (Chlorophyll) bzw. auf Kon­
trollen mit LA aber ohne die aufgeführten Substanzen 
(ALA) bezogen, n =  Anzahl der Proben.

ALA Chlorophyll
#/o der Kontr. n °/o der Kontr. n

Succinat 60,0 ±  13,8 5 100,0 ± 12,2 4
Glycin 75,8 ±  11,3 5 95,3 ± 7,4 4
a-Ketoglutarat 86,0 ±  6,0 2 109,5 ± 5,0 2
Succinat+Glycin 27,0 ±  2,0 2 114,0 1
Glukose 108,5 ±  12,1 5 100,0 ± 10,4 4
Fruktose 118,0 ±  8,6 3 84,7 ± 4,2 3
Saccharose 133,9 ±  11,6 7 87,0 ± 11,5 3
LA ohne Zutat 100,0 93,8 ± 6,2 6

Ein Ernährungsmangel, wie er nach den Versuchen 
mit Bohnenblättern angenommen wurde, scheint in 
Maisblättern nicht vorzuliegen. Die Förderung der 
ALA-Anreicherung durch Saccharose dürfte auf eine 
allgemeine Stoffwechselsteigerung durch das bei Mono­
kotylen weit verbreitete Kohlenhydrat zurückzufüh­
ren sein, ohne aber die Bildung von Chlorophyllholo- 
chrom einzuschließen. In welcher Weise Succinat, Gly­
cin und a-Ketoglutarat die LA-Blockierung von 
ALAD verringern, ist nicht bekannt.

Blattlänge

Abb. 5. Enzymaktivitäten von «5-Aminolävulinatdehydra- 
tase, Porphobilinogenase und Succinyl-CoA-Synthetase 
während der Entwicklung von Maisblättern im Dunkeln. 
Aktivität von «5-Aminolävulinatsynthetase im Licht. Steile 
Kurvenstücke: Aufarbeitung mit Koleoptile.
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6. Aktivität von SCoAS, ALAS, ALAD und PBGA 
während der Blattentwicklung

In belichteten Maisblättchen, die noch von der Ko- 
leoptile umschlossen waren und in LA-Lösungen 
schwammen, konnte wie in den 12-15 cm großen 
Pflänzchen ALA nachgewiesen werden. Die Fähigkeit 
zur Anreicherung war nahezu linear mit der Länge der 
Blättchen korreliert. In 24 Stdn. wurden in 1,5 cm 
langen, noch von der Koleoptile umschlossenen Blätt­
chen 7 -8  nMol A LA pro g Frischgewicht gefunden, in 
8 cm langen waren die Werte 15-20  mal höher. Diese 
Korrelation zwischen Länge der Blättchen und ange­
reicherter ALA legt eine mit der Entwicklung der 
Pflanzen steigende Induzierbarkeit von ALAS nahe, 
doch sollte man nicht außer acht lassen, daß sich in 
den bei der Zellstreckung vergrößernden Vakuolen 
auch mehr ALA anreichern könnte. In den Dunkel­
kontrollen wurde keine ALA gefunden. Spuren da­
von fanden sich, wenn Blattstückchen von etiolierten, 
15 cm langen Blättchen in derselben Weise behandelt 
wurden.

Das in der Biosynthese folgende Enzym ALAD ist 
dagegen schon in sehr kleinen etiolierten Pflänzchen 
hoch aktiv. Die auf das Frischgewicht bezogene Akti­
vität ändert sich auch während des Blattwachstums 
kaum. Da aber die Werte für lösliches Protein mit der 
Länge der Blättchen abnehmen, steigt die spezifische 
Aktivität während der Entwicklung an (Abb. 5). Der 
Anstieg ist weniger steil, wenn die Koleoptile, deren 
Masse und geringe Aktivität bei kleinen Blättchen be­
sonders ins Gewicht fällt, vor der Aufarbeitung ent­
fernt wurde.

Ein entsprechender Aktivitätsverlauf während des 
Blattwachstums war auch bei dem auf ALAD folgen­
den Enzym PBGA zu beobachten, wenn auch die Ge­
samtaktivität beträchtlich geringer als die der ALAD 
war.

Auch für SCoAS, die neben a-Ketoglutaratdehydro- 
genase SCoA für ALAS bereitstellt4, wurde die höchste 
Aktivität in jungen Blättern gefunden. Während des 
Blattwachstums nimmt dann Aktivität und Protein an­
nähernd im gleichen Maße ab. Die spezifische Aktivität 
ändert sich daher nur unwesentlich.

7 . Einfluß des Lichtes auf die Aktivität von SCoAS, 
ALAD und PBGA

Der Einfluß von Licht auf die Aktivität von ALAS 
wurde in vorausgehenden Abschnitten eingehend be­

schrieben. Im Gegensatz zu deren Aktivitätssteigerung 
im Licht und zu Beobachtungen an belichteten Tabak- 
gewebekulturen blieb Licht im Hinblick auf die Ak­
tivität von ALAD wirkungslos. Über die gesamte 
Versuchsdauer von 12 bzw. 16 Stdn. (Abbn. 4 u. 6) 
unterschied sich die spezifische Aktivität im Licht nicht 
wesentlich von der im Dunkeln. Der leichte Aktivitäts­
anstieg zu Beginn des Versuchs der Abb. 6 ist, wie die 
Kontrolle erkennen läßt, endogen bedingt. Trotz der 
in vivo erfolgten Blockierung von ALAD durch LA ist 
das Enzym nach Entfernung von LA durch Gelfiltra­
tion voll aktiv (Abb. 4). Im Mittel aus 6 Versuchen 
besaßen mit LA inkubierte Pflanzen sogar 108 °/o der 
Aktivität der nicht behandelten.

In Versuchen mit Tabakgeweben und Mais war die 
Entwicklung der Enzyme ALAD und PBGA eng mit­
einander verknüpft und gab Anlaß, eine gemeinsame 
Steuerung zu vermuten 24. Auf Grund des Aktivitäts­
verlaufes von ALAD war deshalb anzunehmen, daß 
sich in Mais die Aktivität von PBGA im Licht wenig 
ändern würde. Trotzdem wurde gegenüber den Dun­
kelkontrollen eine leichte, etwa 25-proz. Aktivitätszu­
nahme beobachtet, die aber im Vergleich mit der Zu­
nahme während des Wachstums gering war.

Abb. 6. Chlorophyll und Aktivität von <5-Aminolävulinat- 
synthetase, <5-Aminolävulinatdehydratase, Porphobilino- 
genase und Succinyl-CoA-Synthetase in 15 cm langen Mais­
blättchen während der Belichtung und im Dunkeln (dunkle 
Symbole).
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W ar die spezifische Aktivität von SCoAS schon 
während der Blattentwicklung relativ konstant ge­
blieben, so änderte sie sich auch bei Belichtung kaum; 
die Lichtwerte lagen nur unwesentlich über denen im 
Dunkeln. Isoliert man jedoch Mitochondrien aus er­
grünten und etiolierten Blättern über Saccharosegra­
dienten, so stellt man immer wieder fest, daß Mito­
chondrien aus grünen Blättern eine geringere spezifi­
sche Aktivität (1,1 /^Mol/mg Prot. • h; Mittel aus 4 
Versuchen) besitzen als parallele Dunkelkontrollen 
(2,4 //Mol/mg Prot. • h).

Von allen untersuchten Enzymen ist ALAS somit 
das einzige, das in etiolierten Maisblättern nicht nach­
weisbar ist und die Chlorophyllsynthese entscheidend 
beeinflussen kann.

8. Enzymaktivitäten und Chlorophyllmenge

Wenn man die in einer bestimmten Zeit gebildete 
Chlorophyllmenge mit der durch die Enzymaktivitä­
ten gegebenen theoretisch möglichen Menge an Zwi­
schenprodukten vergleicht, stellt man fest, daß etwa
20-mal mehr PBG gebildet werden könnte als im End­
produkt auftritt. Urogen wäre noch in 4-5-fachem  
Uberschuß vorhanden, SCoA in fast der 40fachen 
Menge, wenn man nur SCoAS berücksichtigt und die 
SCoA-Produktion über a-Ketoglutaratdehydrogenase4 
vernachlässigt. Die Zahlen machen deutlich, daß die 
Zwischenproduktsynthese eine weit höhere Kapazi­
tät aufweist als stöchiometrisch zur Chlorophyllsyn­
these nötig ist. Ein schnelleres Ergrünen bei hohen 
Lichtintensitäten läge im Bereich des Möglichen. Das 
einzige durch Licht induzierbare Enzym ALAS fällt 
nun aus der Reihe, da sich überraschender Weise nur
6 °/o der für die Chlorophyllsynthese benötigten Menge 
an ALA in vivo anreichern lassen. Die absolute Menge 
ist kaum größer als die von anderen Geweben im 
Dunkeln angereicherte. Das Ergebnis aus 10-12  Ver­
suchen, bei denen nicht stets alle Enzyme gleichzeitig 
überprüft wurden, ist in Tab. V zusammengefaßt. 
Interessant ist, daß die angereicherte Menge an ALA  
der durchschnittlichen Reduzierung des Chlorophyll­
gehaltes entspricht (Tab. IV).

LA blockiert allem Anschein nach ALAD in Mais­
blättern nur unvollständig; damit im Einklang steht 
der geringe Einfluß von LA auf die Chlorophyllsyn­
these. Die Unstimmigkeit, daß diese bei Belichtung 
schon merklich einsetzt, während die Anreicherung von 
ALA noch in der Anlaufphase steckt, klärt sich damit 
auch. Die anfängliche Verzögerung in diesem System

ist deshalb nicht unbedingt einer gleichlangen Verzöge­
rung der ALAS-Synthese gleichzusetzen.

Tab. V. Übersicht über die in 12 Stdn. gebildete Chloro­
phyllmenge und die Menge der nach Enzymtesten theore­
tisch möglichen Zwischenprodukte in der selben Zeit.

SCoA ALA PBG Urogen Chi.

,wMol/g FG in 12 Stdn. 74,5 0,11 22,4 1,12 0,24

aus den Vorstufen 
synthetisierbares 9,3 
Chlorophyll in /«Mol

0,014 5,5 1,12 0,24

aus den Vorstufen 
synthetisierbares Chloro­
phyll in Prozenten der er- 3880  
reichten Chlorophyllmenge

6 2285 466 100

Der Vergleich der Menge an angereicherter ALA  
und der Enzymaktivitäten mit der gebildeten Chloro­
phyllmenge zeigt erneut, daß die Chlorophyllsynthe­
serate in Maisblättern nur von der Menge der ange­
botenen ALA abhängt. Keines der anderen Zwischen­
produkte ist bei den festgestellten, hohen Enzymakti­
vitäten limitierend. Diese Feststellung steht zu unse­
ren Versuchen mit Gewebekulturen von Tabak 23-25 
und anderen Pflanzenteilen in krassem Widerspruch. 
Es fällt schwer, zu entscheiden, welches Objekt als Bei­
spiel des „Normalfalles“ angesehen werden kann. Da 
wir jedoch wissen, daß die gesamte Chlorophyllbio­
synthesekette in den Chloroplasten lokalisiert ist 33-36, 
darf als sicher angenommen werden, daß der Entwick­
lungsstand dieser Organellen großen Einfluß auf das 
Induktionsmuster hat. Gewebekulturen von Tabak be­
sitzen nur Proplastiden und Leukoplasten so lange sie 
dunkel gehalten werden, Maisblätter dagegen schon 
weit differenzierte Etioplasten.

Diskussion

Unsere Versuche zur Induktion von SCoAS, ALAS, 
ALAD und PBGA in ergrünenden Zell- und Gewebe- 
Kulturen von Nicotiana tabacum 23-25 hatten ergeben, 
daß 1. die genannten Enzyme in Dunkelkulturen nach­
weisbar sind und daß 2. mit Ausnahme von SCoAS 
im Licht eine deutliche Steigerung der Aktivität der 
Enzyme zu beobachten war. Diese Befunde waren 
nicht mit den Hypothesen in Einklang zu bringen, 
nach denen der limitierende Faktor der Chlorophyll­
biosynthese ein Enzym oder Protein am Anfang oder 
am Ende der Chlorophyllbiosynthesekette ist 6> 21, das
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nur unter dem Einfluß sichtbarer Strahlung ständig in 
ausreichender Menge gebildet wird. Die in den Tabak- 
gewebekulturen induzierten Enzyme ALAD und 
PBGA, deren Aktivität eng mit dem Chlorophyll­
gehalt korreliert ist, liegen weder am Anfang noch am 
Ende der Chlorophyllbiosynthesekette. Zudem hemmt 
ALA, das Produkt der auch im Dunkeln aktiven 
ALAS, die Chlorophyllbiosynthese; es entsteht kein 
Protochlorophyllid. Man kann aus diesen Beobachtun­
gen den Schluß ziehen, daß die Chlorophyllbiosyn­
these in den Tabakgewebekulturen von der gleichzei­
tigen Synthese aller Enzyme dieser Biosynthesekette 
im Licht abhängt.

Die in der nun vorliegenden Arbeit mitgeteilten 
Ergebnisse über die Induktion an der Chlorophyllbio­
synthese beteiligter Enzyme beim Ergrünen von Mais­
blättern stehen zu dieser Schlußfolgerung in krassem 
Widerspruch. SCoAS, ALAD und PBGA sind im Ver­
gleich mit der gebildeten Chlorophyllmenge in 5 -4 0 -  
fachem Uberschuß vorhanden und ändern ihre Akti­
vität im Licht kaum. ALAS ist im Gegensatz zu den 
Tabakgeweben in dunkel wachsenden Pflanzen nicht 
nachzuweisen und bedarf der ständigen Induktion 
durch Licht. Diese Beobachtungen aber stehen im Ein­
klang mit der Hypothese, die die Synthese von ALA  
im Dunkeln für limitierend hält 6>10. Für Mais konnte

damit die auf G r a n ic k  4 zurückgehende Hypothese 
durch direkte Enzymmessungen bewiesen werden, doch 
die Lösung ist unbefriedigend. Sie erschwert für sich 
genommen eine allgemeinere Betrachtung des Problems 
der Induktion der Chlorophyllbiosynthese. Für Tabak­
gewebekulturen würde eine eigene Hypothese benötigt 
ebenso wie für die Alge Euglena, die Anlaß war, den 
limitierenden Faktor am Ende der Chlorophyllbiosyn­
thesekette zu suchen 12.

Eine allgemeinere Lösung bietet sich an, wenn die 
verschiedenen Möglichkeiten als Teilaspekte eines ge­
meinsamen Entwicklungsablaufes gedeutet werden. 
Das Schema der Abb. 7 entstand unter der Voraus­
setzung, daß allgemein formulierte Theorien zur En­
zyminduktion und -regulation auf die betrachteten 
Pflanzen anwendbar sind und auf Grund der Beob­
achtung, daß die Chlorophyllsynthese von der licht­
induzierten Reifung der Chloroplasten ebenso abzu­
hängen scheint wie von der Induktion der eigentlichen 
Chlorophyllbiosynthesekette. Letztere Beobachtung 
macht eine Unterscheidung zwischen Lichteffekten nö­
tig, die die Reifung der Plastiden bewirken und solchen, 
die diese voraussetzen, auch wenn sie sich zum Teil über­
lagern. Die Einteilung des zeitlichen Ablaufes der 
Chlorophyllbiosynthese in Protodilorophyllidreduk- 
tion -  Latenzzeit -  kontinuierliche Chlorophyllsyn-

Phyto -  
chrom

Transkription Chloroplasten-
ProteineTranslation

Enzym e der 
Chlorophyll -  
synthese

•t-----
Enzym e der 
Porphyrin -  
synthese

Protochlo-
rophyllid

Abb. 7. Ein die verschiedensten Versuchsergebnisse integrierendes Schema zur Regulierung der Chlorophyllbiosynthese. 
Uber Photoakzeptoren nimmt Licht an verchiedenen Orten Einfluß auf die Transkription oder Translation und führt 
dadurch zum Stillstand gekommene Syntheseschritte weiter. Im Zusammenspiel aller Systeme bildet sich Protochlorophyl- 
lidholodirom, das wiederum durch Licht in Chlorophyllidholochrom übergeführt w ircL Jn  vielen Fällen hat ALAS, be­
dingt durch schnelle Aktivitätsänderungen, bevorzugt Steuerfunktion. Der bei Rhodopseudomonas spheroides gefundene 

Kontrollmechanismus über H äm  unterbricht die Tätigkeit von ALAS.
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these 6> 20> 21> 76-78 geht an dieser Differenzierung vor­
bei.

In Analogie zur Kontrolle bakterieller Enzyme 79 
kann angenommen werden, daß die Synthese vieler 
Chloroplastenenzyme von wenigen Regulatorgenen 
abhängt, deren jedes die Strukturgene einer Biosyn­
thesekette beherrscht. Beim dargestellten Modell wäre 
das die Regulation der Synthese von verschiedenen 
Plastidenproteinen (System I), worunter eventuell die 
Synthese des Proteinanteils von Protochlorophyllid- 
holochrom zählte, von Enzymen der Porphyrin- und 
Chlorophyllbiosynthesekette (System II) und schließ­
lich die von ALAS (System III). Die Neusynthese die­
ser Proteine im Licht kann als Derepression gedeutet 
werden und abhängig vom Objekt, Pflanzenteil und 
Entwicklungsstand der Plastiden wird das eine oder 
andere System bevorzugt dereprimiert.

Die unterschiedliche Ausgangsbasis für eine Lichtin­
duktion zeigt sich deutlich beim Vergleich der Plasti- 
denformen in Zellkulturen von Tabak und in Blät­
tern von Mais.

Die bevorzugte Derepression eines Systems macht 
die im Modell aufgeführten Systeme unterscheidbar. 
In Mais hebt sich I und III dadurch von II ab, daß 
diese bei Belichtung induziert werden, wie aus der 
Plastidenvergrößerung folgt und aus der ausschließlich 
im Licht tätigen ALAS, während, soweit gemessen, II 
kaum beeinflußt wird. Bei voll ergrünten, im Hell- 
Dunkel-Wechsel aufgewachsenen Pflanzen mit voll 
ausgebildeten Chloroplasten ist ALAS immer noch in­
duzierbar und macht dadurch I von III abgrenzbar. 
Die Ergebnisse anderer Autoren fügen sich diesem 
Schema ein. Man vergleiche z. B .M ego u . Ja g e n d o rf13 
und S te e r u . G ibbs 8S.

Meist steht Phytochrom am Anfang der in Einzel­
heiten nicht bekannten Reaktionskette 80’ 81 durch die 
Licht über die Transkription die Synthese der verschie­
densten Biosyntheseketten beeinflußt. Es wurden jedoch 
auch Hinweise gefunden, daß die Beeinflussung auf der 
Ebene der Translation stattfindet82’ 83. Bei der Chloro­
phyllbiosynthese soll dies bei der Induktion von ALAS 
der Fall sein 10. In Zellkulturen von Tabak ist die Be­
teiligung von Phytochrom fraglich, da von diesem 
absorbierbares Rotlicht im Gegensatz zu blauem oder

1 J. T. O. K irk u. R . A. E. T il n e y -B a ssett , T he Plastids,
W . H . Freemann, London 1967.

2 J. H . C. Sm ith , Comparative Biochemistry of Photo­
reactive Systems (M. B. Allen) p. 257, Acad. Press,
New Y ork  u. London 1960.

3 S. R. F ra n k , J. gen. Physiol. 29, 157 [1946].

weißem Licht beim Ergrünen ziemlich wirkungslos 
bleibt 22.

In das Schema ist noch ein Regelmechanismus einge­
zeichnet, der bei Rhodopseudomonas spheroides 16 und 
im tierischen Organismus 4 gefunden wurde. Häm re- 
primiert die Synthese von ALAS und hemmt gleich­
zeitig das Enzym aus Bakterien allosterisch. Wenn man 
nicht eine sehr wahrscheinlich äußerst kurze Lebens­
dauer von ALAS annehmen will, könnte der abrupte 
Synthesestopp bei Lichtabbruch in Mais ebenfalls mit 
einer allosterischen Hemmung gedeutet werden. Häm  
oder ein Mg-Porphyrin könnten sich in der Dunkelheit 
anreichern. Erste Versuche mit Metallkomplexbildnern 
vermochten im Dunkeln in Maispflänzchen den Syn­
thesestopp nur ganz geringfügig zu beheben. In Tabak­
geweben hemmt ALA selbst -  in Analogie zu den Ver­
hältnissen bei Rhodopseudomonas möglicherweise 18> 84 
nach Umwandlung in ein Porphyrin — Chlorophyll­
synthese und Wachstum. Eventuell verhindert aktive 
ALAS in Wurzeln und Knollen durch ALA-Synthese 
ein schnelles Ergrünen dieser normalerweise nicht grü­
nen Pflanzenteile im Licht. Eine weitere Regulation 
der Chlorophyllsynthese wäre durch ALAD über das 
Angebot von Mg^-Ionen möglich 34.

Durch Lichtinduktion und das Zusammenspiel der 
verschiedenen Syntheseketten bildet sich endlich Pro- 
tochlorophyllidholochrom, das durch Protochloro- 
phyllid als Photoakzeptor in Chloroph) llidholochrom 
übergeführt wird. Im weiteren Verlauf der Synthese 
bildete sich dann der Chlorophyll-Protein-Lipid-Kom- 
plex der Thylakoide.

Alle Beobachtungen und Effekte können als Aus­
druck einer Einwirkung von Licht auf verschiedene 
Zustände eines Entwicklungsablaufes gesehen werden, 
der im Dunkeln endogen auf unterschiedlichem Niveau 
unterbrochen ist. Genauere Kenntnis und weitere Auf­
schlüsselung der Vorgänge bei der Lichtinduktion der 
Chlorophyllsynthese mögen Änderungen im vorge­
stellten Modell bedingen, doch im Augenblick können 
alle Beobachtungen zu diesem Problem zwangslos mit 
diesem Modell beschrieben werden.
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A bkürzungen: A A, Aminoaceton; ALA, <5-Aminolavuli- 
nat; AAP, 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol (A A -P yrrol); 
ALA P, 2-M ethyl-3-acetylpyrrol-4-propionsäure (A LA -

P yrrol); PBG, Porphobilinogen; Urogen, Uroporphyri­
nogen; LA, Lävulinat; ME, Merkaptoäthanol.
D C, Dünnschichtchromatographie; EDTA, Äthylendia- 
mintetraessigsäure; FG, Frischgewicht; TG, Trockenge­
wicht.
SCoA, Succinyl-Coenzym A ; SCoAS, Succinyl-CoA-Syn- 
thetase (EC  6 .2 .1 .5 ); ALAS, <5-Aminolävulinatsynthe- 
tase; ALAD , <5-Aminolävulinatdehydrase; SCoATK, 
SCoA-Thiokinase (EC  4 .2 .1 .24); PBGA, Porphobilino- 
genase, Porphobilinogendeaminase/Uroporphyrinogen- 
III-Cosynthetase.
Die Bezeichnung Proplastid wird stets für nicht differen­
zierte Plastidensvorstufen gebraucht. Mit Etioplasten 
werden Plastidenstadien bezeichnet, die einen Prolamel­
larkörper besitzen.


