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The blue-green alga Anacystis nidulans (strain L 1402-1) was grown at +37 °C in air
(0.03 vol.% CO, and in air enriched with 3.0 vol.% CO,. The effects of several inhibitors on the
activity of aminotransferases, 1*CO, fixation and radioactive photosynthetic products of Anacystis
were studied. No serine-pyruvate aminotransferase activity could be found in 10~2M isonicotinyl
hydrazide (INH); under the influence of this inhibitor aspartate and alanine aminotransferase
were decreased about 49% respectively 17.6%. Serine-pyruvate and alanine aminotransferase activity
decreased to more than 50% in 10—3 M glyoxalbisulfite. The obtained inhibitory effect of 10~% M
HPMS on serine-piruvate aminotransferase (35%) was stronger than on the other amino-
transferases. DCMU (5 x 10=® M) inhibition on alanine aminotransferase activity was 83.7%. Under
the influence of 10—3 M glyoxalbisulfite no #C-labelled amino acids could be detected after 5 min
photosynthesis; 14C-labelling of phosphoenolpyruvate, malate, phosphoglycolate and glycolic acid
increased. Isonicotinyl hydrazide (10—2 M) caused in comparison to the control experiment a lower
radioactivity in aspartate, glutamate and phosphoenolpyruvate. The results are discussed with
reference to the operation of the glycolate pathway and a carboxylation reaction of phosphoenol-
pyruvate in the blue-green alga Anacystis nidulans.

Neuere Untersuchungen des Glykolatweges in Ver-
bindung mit der Lichtatmung ergaben, dal} bei
Algen, insbesondere Blaualgen, der Glykolatweg
anders als in hoheren Pflanzen oder gar nur
unvollstindig ablduft 2. So fanden Codd und
Stewart 3 bei Anabaena einen Glykolatmetabolismus
mit Tartronsduresemialdehyd als Zwischenstufe.
Fiitterungsversuche mit '*C-Glykolat deuten darauf
hin, daBl bei der Blaualge Anacystis nidulans der
Glykolatweg iiber Glyoxylat nur bis zum Glycin
verlauft *; die Umwandlung von Glycin in Serin ist
danach von untergeordneter Bedeutung. Aus Unter-
suchungen der Kinetik des *C-Einbaues in verschie-

von Bedeutung sind b, unter dem Einfluf} von Inhi-
bitoren getestet.

Experimentelles

Objekt der Untersuchungen war die Blaualge Ana-
cystis nidulans (L 1402-1) der Algenreinkulturen-
sammlung, Gottingen. Die Anzucht der Algen er-
folgte bei +37 °C, einem Licht-Dunkel-Wechsel von
16:8 h und unter Begasung mit Preflluft (0,03
Vol.% CO,) oder 3,0 Vol.% CO,. Die Aktivitit der
Aspartat- und Alaninaminotransferase wurde in An-
lehnung an die Methode von Hatch und Mau!? be-
stimmt. Die Serin-Pyruvataminotransferase ist nach

dene Photosyntheseprodukte von Anacystis geht her-
vor, daf Glycin/Serin und Aspartat neben den Pro-
dukten des Calvin-Cyclus in hohem Mafle *C-mar-
kiert sind >. Um Hinweise iiber den Weg der Glycin/
Serin-Synthese zu erhalten, untersuchten wir die
Wirkung verschiedener Hemmstoffe auf die Aktivitat
der am Glykolatweg beteiligten Serin-Pyruvat- und
Aspartat-a-Ketoglutarat-Aminotransferase sowie die
14C-markierten Photosyntheseprodukte. Auflerdem
haben wir die Aktivitat der Aspartat- und Alanin-
aminotransferase, die bei der Carboxylierung von
Phosphoenolpyruvat mit Aspartat als Folgeprodukt
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den Angaben von Tolbert” getestet worden. Die
14CO,-Fixierungsexperimente, diinnschichtchromato-
graphische Auftrennung der Extrakte und die Be-
stimmung der Radioaktivitit wurde nach der bei
Déhler 13 beschriebenen Prozedur ausgefiihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Da der Einflufl der Inhibitoren auf die im Roh-
extrakt getesteten Aminotransferasen praktisch un-
abhingig vom CO,-Gehalt wihrend der Algen-
anzucht ist, sind in der Tab. I nur die Enzymdaten
von in 0,03 Vol.% CO, kultivierten Anacystis-Zellen
dargestellt. Die gemessene Aktivitat der Serin-Pyru-
vat-Aminotransferase (8,8 U/mg Protein-h), die
zwar nicht die von Yamazaki und Tolbert? an Spi-
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natbldttern ermittelten Werte erreicht, kann als Hin-
weis fiir das Vorhandensein eines aktiven Glykolat-
weges gewertet werden. Die Serin-Pyruvat-Amino-
transferase, die in Algen bisher noch nicht unter-
sucht wurde 2, katalysiert in Verbindung mit der
Hydroxypyruvatreduktase die Bildung von Glycerat
aus Serin. 1072 M Isonicotinylhydrazid (INH)
hemmt die Aktivitdt dieses im Rohextrakt von Ana-
cystis-Zellen getesteten Enzyms vollstandig, was mit
den Beobachtungen von Youatt® an Mycobakterium
ibereinstimmt. In 1073 M INH wurde noch eine
30-prozentige Hemmung festgestellt, obwohl erst
Konzentrationen ab 1072 M eine Hemmwirkung zei-
gen sollen. INH soll im Glykolatweg vor allem die
Serinbildung aus Glycin blockieren. Die Serin-Pyru-
vat-Aminotransferase-Aktivitat wird durch Glyoxal-

bisulfit (BS) um 40 —50% und a-Hydroxypyridyl-

chlorphenyldimethylharnstoff (DCMU) um 35% ge-
hemmt. Die genannten Substanzen beeinflussen die
Aktivitdt der Aspartat-a-Ketoglutarat-Aminotrans-
ferase nicht im gleichen Malle; dies 1aBt sich viel-
leicht damit erkldren, daf} dieses Enzym auBer am
Glykolatweg noch am C,-Weg der Photosynthese be-
teiligt ist, also noch liber eine zweite Stoffwechsel-
quelle verfiigt. Die Alaninaminotransferase, die
ebenfalls eine wichtige Rolle im C4-Weg der Photo-
synthese spielt, wird nur durch BS und DCMU deut-
lich gehemmt. Die Hemmwirkung des gereinigten
DCMU-Préparates ist kein Artefakt bedingt durch
das bei der Léoslichmachung verwendete Athanol.
Die photosynthetische CO,-Fixierung wird durch
DCMU iiber die Blockierung der Photophosphory-
lierung sehr stark gehemmt; es sind nur Aspartat,
Glutamat, Glycin/Serin und 3-Phosphoglycerat C-

methansulfonsdure (HPMS) — einen relativ spezifi- markiert 5.

schen Inhibitor der Glykolatoxidase — sowie Di-

Inhibitor Serin-Pyruvat- Hem- Aspartat- Hem- Alanin- Hem-
amino- mung amino- mung amino- mung
transferase [%] transferase [%] transferase [%]
EC2.6.1 EC2:6.1.1. EC2.6.1.2.

— 8.8 — 3,0 = 1,88 —
10—2m INH — 100 1,5 49,0 1,55 17,6
10—3 M INH 6,1 28,8 2.4 22,1 1,88 —
10—3 M BS 4,0 53,8 2,4 22,1 0,77 58,8
10—4m BS 6,2 41,7 2,6 14,2 1,09 42,2
10—*M HPMS 5,8 35,0 2,1 29,3 1,55 17,6
5X10—%M DCMU 5,7 35,8 2,7 12,1 0,31 83,7

Tab. I. Wirkung verschiedener Inhibitoren auf die Aktivitat der Serin-Pyruvat-, Aspartat- und Alaninaminotransferase, ge-
testet in Extrakten der Blaualge Anacystis nidulans (L 1402-1). Die Enzymdaten sind Durchschnittswerte aus 2—6 MeB-
reihen und in U/mg Protein-h angegeben. Pigmentverhiltnis von Chlorophyll a/Phycocyan 1:7,5; Hemmstoffeinwirkung
15 min. Anzucht der Algen bei +37 °C unter Begasung mit atmosphirischer Luft (0,03 Vol% CO,).

In weiteren Versuchsreihen priiften wir eingehend
die Abhéngigkeit der Enzymaktivitdt von der Ein-
wirkungszeit der einzelnen Inhibitoren bei den an-
gegebenen Konzentrationen. Dabei zeigte sich, daf}
je nach Einwirkungsdauer und Vorbehandlung der
Algen starke Schwankungen auftreten konnen. Da
die Aktivitdt der getesteten Enzyme erst nach einer
Lagerzeit von 3 h deutlich abnimmt, spielt ein Akti-
vitdtsverlust wiahrend der Versuchsdauer als Fehler-
quelle keine Rolle. Bei der Versuchsdurchfithrung
haben wir daher stets auf die genaue Einhaltung
der Einwirkungszeit des Hemmstoffes geachtet.

In Ergdnzung zu den enzymatischen Tests unter-
suchten wir den Einfluf von 1072M INH und
1073 M Glyoxalbisulfit auf das Verteilungsmuster

der 1*C-markierten Photosyntheseprodukte (vgl.

Tab. II); tber die Wirkung von 1075 M HPMS
und 5% 107%m DCMU auf die Kinetik des *C-Ein-
baues wihrend der Photosynthese-Induktion wurde
bereits berichtet®. Durch 1073 M Glyoxalbisulfit
wird die Synthese der Aminosduren (hier Aspartat,
Glycin/Serin, Alanin, Glutamat, Valin und Threo-
nin) vollig blockiert. Der prozentuale Anteil an der
Gesamtfixierungsrate von 3-Phosphoglycerinsaure,
Phosphoenolpyruvat, Phosphoglykolsdure und Gly-
kolsdure steigt an, alle tbrigen Substanzen haben
praktisch die gleiche Markierungsrate wie die unbe-
handelte Kontrolle. Nach Zelitch? hemmt Bisulfit
dhnlich wie HPMS auch die Glykolatoxidase bzw.
Dehydrogenase; auf diese Weise wird die Bildung
von Glyoxylat und damit auch von Glycin und Serin
blockiert. Auch kommt es zu einer Anreicherung
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Substanz Kontrolle [%] INH [%] BS [%]
Aspartat 7380 15,4 1272 \4 — —
Malat 152 0,3 = == 226 0,8
Phosphoenolpyruvat 1071 2,2 334 1,1 1938 7,5
Phosphoglykolsaure 473 0,9 324 L1 734 2,8
Glykolsdure 262 0,5 295 1,0 1064 4,1
Glycin/Serin 1877 3,9 1045 3,6 - —

Alanin 2628 5,4 1153 4,0 = —
Glutamat 906 1,8 148 0,5 — —_
Valin 984 2,0 — - - -

Threonin 830 1,7 346 1,2 — -

Glucose-1-phosphat 10100 21;1 6943 24,2 6000 23,2
Fructose-6-phosphat 2375 49 1268 44 1362 5,2

Fructose-1.6-diphosphat 395 0,8 209 0,7 712 2,7
3-Phosphoglycerinsdure 14223 29,7 13105 45,7 11621 45,1
Citrat/Glycerat 991 2,0 231 0,8 225 0,8
Uridindiphosphoglucose 2327 4,8 1388 4,8 1450 5,6
Ribulose-1.5-diphosphat 820 1,7 614 2,1 421 1,6
Gesamtfixierungsrate 47794 28675 25753

Tab. II. Einflul von 102 M Isonicotinylhydrazid (INH) und 10—3m Glyoxalbisulfit auf das Verteilungsmuster der *C-
markierten Produkte nach 5 min Photosynthese von Anacystis nidulans (L 1402-1); der Hemmstoff wurde im Dunkeln
20 min vor Lichtbeginn zugegeben; Versuchstemperatur + 35 °C; Begasung der Algen mit normaler atmosphérischer Luft

(0,03 Vol% CO,). Die Radioaktivitit ist in dpm angegeben.

und/oder Ausscheidung von Glykolat. In diesem
Sinne lassen sich die Befunde unserer autoradio-
graphischen Untersuchungen nach NaH'CO,-Fiitte-
rung (vgl. Tab. I) interpretieren. Die vollstandige
Blockierung der Synthese der anderen Aminosauren,
vor allem Aspartat und Alanin, geht offensichtlich
auf die Hemmung der Aspartat- und Alaninamino-
transferase-Aktivitat (vgl. Tab.1) zuriick. Bei Cg4-
Pflanzen wurde nach Bisulfitgabe eine starke Beein-
trachtigung der PEP-Carboxylierung beobachtet 19,
was vermutlich dhnlich wie hier bei Anacystis auf
die Blockierung der Aminotransferasen zuriickgeht.

Isonicotinylhydrazid (1072 M) wirkt sich dagegen
nicht so drastisch auf das Verteilungsmuster der 4C-
markierten Photosyntheseprodukte aus. Die Aspar-
tat- und Glutamat-Markierungsrate wird um 2/3 ver-
ringert, die der anderen Aminosduren — abge-
sehen von Valin — dagegen nur geringfiigig. In
Ubereinstimmung mit Kisaki und Tolbert!!, die
nach Zugabe von 107*M INH eine 52-prozentige
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Hemmung der Glyoxylat-Glutamat-Aminotransferase
fanden, kann angenommen werden, dafl INH direkt
mit der Aminotransferase reagiert. Die Inhibitoren
INH, BS und HPMS fiihren zu einer Verminderung
der Photosyntheseleistung (s. auch Gesamtfixie-
rungsrate der Tab. II) um fast 50%. Dies ist ver-
standlich, da nicht nur die Aktivitait der Amino-
transferasen, sondern auch die der PEP- und RuDP-
carboxylase von Anacystis gehemmt wird®. Auf-
fillig ist die starke Zunahme des '#C-Einbaues in
3-Phosphoglycerinsiure von 29,7% der Kontrolle
auf 45,7%, was allerdings noch nicht gedeutet wer-
den kann. Unsere autoradiographischen Untersu-
chungen und die Ergebnisse der enzymatischen Tests
sprechen dafiir, dal der Glykolatweg und die PEP-
Carboxylierung in der Blaualge Anacystis nidulans
ablaufen.
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