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Effects of the chlorinated hydrocarbon insecticide Lindane on membrane transport of two neu-
trale amino acids in the Cyanobacterium Anacystis nidulans (Synechococcus AN) were measured.
In white light the rL-Leucine incorporation into the protein fraction was inhibited, increasing with
time. After 30 minutes the degree of inhibition was the same as the effect of DCMU (5X10—%m)
on L-Leucine incorporation. *CO,-fixation was also reduced at this time. At 717 nm, which en-
ables PST activity allone, no inhibition was observed. The light energy dependent membrane
transport itself of rL-leucine in presence of CAM and of the non-metabolisable «-AIB in white
light and in monochromatic light of 630 nm and of 717 nm were not influenced by Lindane. The
different sites of Lindane action are discussed. It is assumed that in 30 minutes chiefly photo-
synthesis (PSII and CO,-fixation) is affected by Lindane, resulting in a suppression of protein
synthesis caused by a depletion of intermediates of CO,-fixation.

Durch Oberflichenwasser und Abwasser gelangen
persistente, chlorierte Kohlenwasserstoffe, wie DDT
oder Lindan (y-Hexachlorcyclohexan) [1] in Ge-
wassersysteme aller Art und kénnen auf Mikroalgen
im Wasser unbeabsichtigte Wirkungen ausiiben. Bei
einmaliger Zugabe von Lindan beginnend mit 3,4
% 107% M wurde eine Beeinflussung von Chlorophyll-
synthese, Wachstum, Teilung und Photosynthese be-
obachtet [2]. Uber die Wirkorte des lipophilen Lin-
dan liegen erst wenige Untersuchungen vor. Auf
Grund von Erfahrungen an Insekten und kiinstli-
chen Membranen werden Wirkungen auf Biomem-
branen vermutet [3]. Versuche von Borghi und
Mitarb. [4] an Acetabularia ergaben eine Hemmung
der Proteinsynthese, gemessen an der Einlagerung
von markiertem Leucin, die als Hemmung der
Leucinaufnahme und damit als Membranwirkung
erklart wurde. Wild und Mitarb. [5] fanden eine
Beeinflussung der Hill-Reaktion bei isolierten Chlo-
roplasten und wir selbst konnten kiirzlich zeigen,
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daB Lindan Anderungen des Membranpotentials und
des Membranwiderstandes unter passiven Fluxbedin-
gungen hervorruft [6, 7]. In der vorliegenden Arbeit
wird tiber Lindanwirkungen auf den Membrantrans-
port und die Inkorporation von 2 Aminoséduren, L-
Leucin und die nicht metabolisierbare a-Aminoiso-
buttersdure (a-AIB) bei dem Cyanobakterium Ana-
cystis nidulans (Synechococcus AN) im Zusammen-
hang mit einer Beeinflussung der Photosynthese be-
richtet.

Material und Methoden
Anacystis nidulans (Richt.) Dr. Stamm 1402-1

der Gottinger Algenkultursammlung, neuerdings als
Synechococcus AN [8] bezeichnet, wurde, wie frither
beschrieben [9], kultiviert. Das Versuchsmedium
(4 ml) der in Warburg-ReaktionsgefdBlen mit 2 An-
satzbirnen durchgefiihrten Versuche enthielt 2,0 ml
Algen der optischen Dichte Dgg9=2,0; 1,1 ml MES.-
Puffer (36 mm); 0,2 ml unmarkierter Aminosaure,
a-AIB oder L-Leucin (10 uM); 0,01 ml Methanol
(Endkonzentration 0,25%) oder in Methanol gelostes
Lindan (Endkonzentration 8,6 x 107 M) und gege-
benenfalls eine gewlinschte Konzentration eines wei-
teren Inhibitors; ferner 0,2ml an r-[1-*C]Leucin
(0,2 uCi) oder 0,2ml ['*C]a-AIB (0,2 uCi). Die
Versuchstemperatur betrug 38 °C, pH=6,0. Die
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Versuche im WeiBllicht (10 x10%1x) wurden im
Warburgapparat (Braun-Melsungen) durchgefiihrt.
Die Bedingungen der Belichtung mit quantenglei-
chem monochromatischem Licht von 630 bzw.
717 nm, die Aufarbeitung der Versuche und die
Messungen der Radioaktivitdt entsprachen den
frither beschriebenen Versuchen [9]. Die 4CO,-
Fixierung wurde entsprechend den Angaben bei
Bornefeld und Simonis [10] und die O,-Produktion
in tblicher Weise kontinuierlich mit der Warburg-
Methode bei pH 8 bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Untersuchung der Wirkung von Lindan auf
membranabhéngige Prozesse verwendeten wir das
nach der bisherigen Nomenklatur zu den Blaualgen
zu rechnende photosynthetisch aktive Cyanobakte-
rium Anacystis nidulans, das weder eine Tonopla-
stenmembran noch eine Chloroplastenhiille besitzt.
Es ist deshalb nur mit der Cytoplasmamembran und
den davon gesonderten Thylakoidmembranen zu
rechnen. Auf den letzteren sind sowohl die Elektro-
nentransportketten der Photosynthese als auch die
der Atmung angeordnet [8]. Anacystis nidulans
kann L-Leucin (1 x 1075 M) iiber lingere Zeit hin-
weg aufnehmen. Die Aufnahme ist lichtabhangig, sie
kann aber auch im Dunkeln erfolgen [9]. Selbst im
monochromatischen dunkelroten Licht (717 nm)
wird, abhédngig von der Lichtintensitat, sowohl bei
Beliiftung als auch in Stickstoffatmosphédre Leucin
aufgenommen. Die energiebediirftige Aufnahme
kann demnach durch Photosystem I (PSI) betrieben
werden. Sie wird durch Inhibitoren wie DBMIB un-
terdriickt. Auch Entkoppler bzw. Protonengradienten
erniedrigende Substanzen (CCCP) sind wirksam.
Die ndhere Untersuchung zeigt [9], dal aufgenom-
menes markiertes L-Leucin sehr rasch zu einem er-
heblichen Anteil (etwa 80%) in die Proteinfraktion
(TCE-unlosliche Fraktion) eingebaut wird, denn der
Einbau wird durch Chloramphenicol (CAM, 100 ug/
ml) fast vollig gehemmt. Bei den folgenden Versu-
chen zur Lindanwirkung muf} deshalb die Leucinauf-
nahme und die anschlieBende Metabolisierung (In-
korporation) unterschieden werden.

Wurde im Licht (WeiBllicht) Lindan zum Zeit-
punkt O min gleichzeitig mit **C-markiertem L-Leucin
geboten, so trat beginnend nach 10 min eine Ver-
minderung der Leucin-Inkorporation auf, deren
Ausmal} sich innerhalb von 30 min stark vergro-
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Abb. 1. EinfluB von Lindan (Ld) auf die Inkorporation von
L-Leucin in die Proteinfraktion (TCE-unlésl.) und die Hem-
mung der Inkorporation durch Chloramphenicol (CAM).
WeiBlicht.

Berte (Abb. 1). CAM hemmte die durch Lindan
beeinflubare Leucin-Inkorporation. Das Ergebnis
entspricht den oben erwihnten Versuchen bei Aceta-
bularia [4]. Zur Priifung der Frage, ob die Lindan-
wirkung auf eine Hemmung der Aminosédureauf-
nahme oder auf eine Beeinflussung der Proteinsyn-
these selbst zuriickzufiihren ist, wurde die Auf-
nahme der nichtmetabolisierbaren a-AIB untersucht
(Abb. 2). Auffilligerweise zeigte sich nach einer
Einwirkungszeit von 30 min durch Lindan und einer
entsprechenden Aufnahmezeit von a-AIB im Weil3-
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Abb. 2. Fehlende Hemmung der Aufnahme von a-Aminoiso-
buttersdure (links) und L-Leucin durch Lindan, TCE-losli-
cher Anteil * CAM (rechts). WeiBlicht.
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licht keine Hemmung, sondern eher eine Forderung.
Auch im monochromatischen Licht bei 630 nm (PSII
+1I) und bei 717 nm (PSI) wurde die Aufnahme
von a-AIB durch Lindan (30 min) nicht nennens-
wert beeinfluft. DCMU (5x 107®M) hemmt bei
630 nm die energiebediirftige Aufnahme von a-AIB
partiell etwa auf die bei 717 nm gefundene Auf-
nahme, die bei 717 nm durch DCMU nicht weiter
herabgesetzt wird. Da man die Leucinaufnahme auch
allein nach Ausschaltung der Leucin-Inkorporation
durch CAM messen kann [11], wurde der Lindan-
einflull unter solchen Bedingungen gepriift. Auch in
diesem Fall zeigte sich, da} die in CAM-Gegenwart
(100 ug/ml) geforderte Aufnahme in den TCE-los-
lichen Anteil durch Lindan nicht gehemmt wurde
(Abb. 2).

Bei den gewihlten Einwirkungszeiten von Lindan
(30 min) wird im Gegensatz zur Vermutung von
Borghi und Mitarb. [4] zumindest bei Anacystis
die Aufnahme der untersuchten Aminosduren dem-
nach nicht oder noch nicht gehemmt. Insbesondere
muf} angenommen werden, da} der Carrier vermit-
telte Transport noch intakt ist und dafl geniigend
Energie fiir diese energieabhingige Aufnahme zur
Verfiigung steht. Da die Inkorporation von Leucin
zu diesem Zeitpunkt aber bereits durch Lindan stark
gehemmt wird /(Abb. 1), muf} ein anderer durch
Lindan hervorgerufener Hemmeffekt vorliegen, der
die Leucin-Inkorporation in Protein beeinflufit.

Ein weiterer Versuch zur Leucin-Inkorporation im
dunkelroten Licht (717 nm) ergab zunéchst (Tab. 1),
dal} auch bei 717nm eine durch CAM hemmbare
Inkorporation und damit eine Proteinsynthese
stattfindet. Gleichzeitig ist wieder eine Erhohung des
l6slichen Anteils zu beobachten. Auffillig ist aber,
dal} bei Belichtung mit dunkelrotem Licht, das nur

Tabelle I. Leucin-Aufnahme und Inkorporation in mono-
chromatischem Licht von 717 nm in Gegenwart von Lindan
und CAM. Versuchsdauer 30 min.

nmol Leucin/mg Chlorophyll

TCE-16sl. TCE-unlosl. Gesamt
Kontrolle 3,34 8,52 11,86

(100) 1t (100) (100)
Lindan 3,60 8,26 11,86
(8,6 X105 M) (108) 97) (100)
CAM 6,24 3,75 9,99
(100 ug/ml) (187) (44) (84)

1 0/p-Anteil.
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eine Aktivitat von PS I ermoglicht, Lindan fast keine
Hemmung der von der Proteinsynthese abhingigen
Leucin-Inkorporation bewirkt. Da im Weilllicht
(Abb. 1) eine deutliche Hemmung auftrat, die auch
bei 630 nm (hier nicht dargestellt) zu beobachten
ist, scheint es 2 Anteile der Proteinsynthese zu ge-
ben, der eine wird stark, der andere hingegen nur
wenig durch Lindan beeinflult. Wir vermuten des-
halb, dafl die Proteinsynthese als solche durch Lin-
dan kaum gehemmt werden diirfte. Es wurde viel-
mehr versuchsweise angenommen, daf} ein Teil der
Proteinsynthese unter Zuhilfenahme von Inter-
medidrprodukten der CO,-Assimilation, insbeson-
dere im WeiBlicht, erfolgt, wihrend dies bei derjeni-
gen im dunkelroten Licht, wo durch das PST nur
ATP fiir die Proteinsynthese beigesteuert werden
diirfte, nicht der Fall ist. Dies wiirde bedeuten, daf}
der Leucin-Einbau teilweise durch DCMU hemmbar
sein miifite. In der Tat zeigte sich (Abb. 3), daf}
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Abb. 3. Hemmung der Inkorporation von L-Leucin in Pro-
tein (TCE-unlosl.) durch Lindan und CAM. Links: Kon-
trolle. Rechts: + DCMU (5 X 10— % m).

DCMU im Weililicht die Leucin-Inkorporation in
die Proteinfraktion etwa in dem Ausmal} hemmt, wie
dies allein durch Lindan geschieht. In Gegenwart von
DCMU, wo lediglich von PST abhingige Reaktionen
ablaufen, hat Lindan nur noch eine schwach hem-
mende Wirkung. Demnach ist die Wirkstelle des Lin-
dan nach 30 min Lindaneinwirkung offenbar weder
im Bereich der Leucinaufnahme noch im Bereich der
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Proteinsynthese zu suchen und diirfte zu diesem
Zeitpunkt auch PS I-Reaktionen kaum betreffen, da
im dunkelroten Licht keine Hemmung der Leucin-
Inkorporation zu beobachten ist. Vielmehr scheint
zu diesem Zeitpunkt eine besondere Wirkstelle des
Lindan im Bereich derjenigen Photosynthesereak-
tionen vorzuliegen, die mit dem PS Il im Zusammen-
hang stehen, sei es im Bereich der Primiarprozesse
von PS II oder der anschlieBenden CO,-Assimilation.
Wir haben deshalb die Wirkung von Lindan auf die
CO,-Fixierung untersucht. Nach unterschiedlich lan-
gen Lindan-Vorgaben wurde die CO,-Fixierung je-
weils fiir 10 min bestimmt (Tab. IT). Bereits 10 min

Tabelle II. EinfluB von Lindan auf die *CO,-Fixierung in
Abhingigkeit von der Zeit. Dauer der *CO,-Fixierung 10
Minuten.

Zeit der CO,-Fixierung (umolXmg Chl—1)

Lindan-

einwirkung Kontrolle Lindan Hemmung
[min] [8,6 X10% Mm] [°/0]

10 14,22 13,19 92,7

20 20,63 15,95 77,3

30 20,71 14,14 68,3

nach Beginn der Lindanbehandlung wurde eine ge-
ringe Abnahme der CO,-Fixierung beobachtet, die
sich mit der Zeit der Lindaneinwirkung vergroferte.
Nach 30 min wurde etwa eine 30-prozentige Hem-
mung gemessen.

Aus diesen Versuchen laflt sich entnehmen, daf}
Lindangaben von 30 min Dauer die energieabhin-
gige Aufnahme der beiden Aminosduren in Ana-
cystis (Abb. 2 und Tab. I) nicht oder noch nicht
beeinflussen. Es kommt aber deshalb zu einer Her-
absetzung der Proteinsynthese im Weilllicht oder bei
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monochromatischem Licht von 630 nm, weil Lindan
zu diesem Zeitpunkt bereits eine deutliche Hemmung
der CO,-Fixierung hervorruft, die dann offenbar
sekundir die Proteinsynthese beeinfluft. Bisher vor-
liegende Messungen der O,-Produktion, die noch
vervollstindigt werden miissen, lassen vermuten, daf}
diese zum Zeitpunkt gleichlanger Lindaneinwirkung
(30 min) weniger herabgesetzt ist als die CO,-Fixie-
rung. AuBerdem kann die Hemmung durch Lindan
infolge einer Hemmstelle im Bereich von PSII auch
schon deshalb nicht sehr erheblich sein, weil die ener-
gieabhiingige Aufnahmereaktion von a-AIB (630 nm)
zwar durch DCMU, nicht aber von Lindan gehemmt
wird. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dafl neben
der sich langsam verstirkenden Hemmung im Be-
reich des Elektronentransportsystems von PSII (vgl.
[5] und entsprechenden Messungen von Béger an
isolierten Bumilleriopsis-Chloroplasten, unveréffent-
licht) noch eine weitere, relativ frith wirksam wer-
dende Hemmstelle des Lindan im Bereich der CO,-
Fixierung bei Anacystis auftritt. Hier sind weitere
Versuche erforderlich.

AbschlieBend ist festzustellen, da} der aktive
Transport der untersuchten 2 neutralen Aminoséu-
ren wahrend der Zeit der untersuchten Lindanwir-
kung nicht gghemmt wurde. Hingegen traten erheb-
liche Hemmeffekte im Bereich der Photosynthese
und ihrer Folgereaktionen auf, die zu einer Herab-
setzung der Proteinsynthese filhren. Lindan beein-
flult also keineswegs alle an Membranen ablaufen-
den Vorgénge in gleichem Ausmaf.
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