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The inhibition effects o f CHI and CA on the biosynthesis o f  the tetrapyrrolpigments were 
measured with two methods (in vivo VIS-spectroscopy, for chlorophyll (Chi) and the phyco­
chromoproteids, 14C incorporation only for Chi). In the case o f the Chl-biosynthesis both 
methods show the same results: a) In vivo VIS-spectroscopy demonstrates that the inhibition  
effect of CA manifests faster than that o f  CHI, b) during the 14C incorporation into Chi 
chloramphenicol (CA) inhibits more than cyclohexim ide (CHI) in contrary to the behaviour o f 
chloroplasts. It seems that the CHI caused decrease o f l4C incorporation into Chi can be 
ascribed to the decreased photosynthesis. The influence o f  the antibiotics o f the phycochrom o­
proteids is similar to that observed for chlorophyll. It is remarkable that under the influence o f  
CHI the phycochromoproteid biosynthesis is significantly better than under CA influence, 
although CHI damages the consortium more than CA. That can be interpreted, as for 
chlorophyll, with a more endocytobiont coded phycochromoproteid synthesis.

Bei dem Versuch, die C odierungsorte für die 
pigm entsynthetisierenden Enzyme von Cyanophora 
paradoxa entweder im Kern oder in der Endo­
cyanelle zu lokalisieren, w urde im  Anschluß an die 
vorhergehenden A rbeiten [1 -3 ]  die W irkung der 
Translationsinhibitoren CHI und CA au f die Bio­
synthese der in der Endocyanelle vorkom m enden 
und an der Photosynthese beteiligten T etrapyrrol- 
pigmente Chlorophyll a, C -Phycocyanin und A llo­
phycocyanin untersucht. D ie Bestim m ung der 
P igm ent-Konzentrations-Beeinflussung erfolgte all­
gemein mit Hilfe der in vivo VIS-Spektren, beim  
Chlorophyll zusätzlich m it l4C-M arkierung.

Material und M ethode

Herkunft und A nzucht von C. paradoxa  siehe [3], 
in vivo VIS-spektroskopische Bestim m ung (6 unab­
hängige M eßreihen) von Chlorophyll a, Phyco-
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cyanin und Allophycocyanin [1], 14C -M arkierung 
(3 Versuchsansätze) [3]. Chlorophyll a w urde durch 
einmalige D C -C hrom atographie au f der A -Platte 
(siehe Abbn. 1 und 2 in [3] und den dortigen 
M ethodenteil) von den C arotinoiden und L ipiden 
getrennt.

Ergebnisse und D iskussion

Chlorophyll a

Vorbemerkungen zur Chlorophyll-B iosynthese: 
D er erste für den Tetrapyrrol-Stoffwechsel charak ­
teristische M etabolit ist die 5-A m inolävulinsäure 
(ALA) [4], G erade über deren Bildung w urde 
bezüglich der Chl-Synthese in letzter Zeit heftig 
diskutiert [5 -9]. Lange w urde angenom m en, daß  
bei der Chl-Biosynthese analog der H äm -Synthese 
ALA aus Glycin und Succinyl-CoA, katalysiert 
durch die 5-Am inolävulinat-Synthese, geb ildet 
wird. Verschiedene A utoren (z.B. [8, 10 -1 2 ] wiesen 
jedoch in photosynthetischen Bakterien, Algen und 
höheren Pflanzen neben der ALA-Synthase die 
4.5-D ioxovaleriat-Transam inase nach, die vor allem  
im Licht ALA durch Am inierung eines C-5-K örpers
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für die Chl-Synthese bereitstellt. Ü ber die R egula­
tion des letzteren Biosyntheseschrittes ist im G egen­
satz zu der der ALA-Synthase noch wenig bekannt.

Die ALA-Synthase scheint in lim itierenden 
Mengen vorzukom m en; eine zunehm ende Porphy- 
rinsyntheserate geht oft einher m it einer spezifi­
schen Induktion der 5-ALA-Synthase [8]. M ög­
licherweise wird die ALA-Synthase direkt über ihre 
Biosynthese gesteuert: m it 3 0 -9 0  M inuten biolo­
gischer Halbwertszeit [5] ist sie ein sehr kurzlebiges 
und daher für R egulationen im Stundenbereich sehr 
geeignetes Enzym. Entsprechend schnell m üßte sich 
eine Hem m ung der Proteinsynthese durch T ransla­
tionsinhibitoren au f die Chlorophyll-Biosynthese 
auswirken. Andere A utoren berichten [13] w ieder­
um, daß die ALA-Synthase ein relativ stabiles 
Enzym m it ca. 16 Stunden Halbwertszeit sei. A ller­
dings m uß die bei den verschiedensten Organism en 
beobachtete rasche H em m ung der Chl-Biosynthese 
durch Translationshem m er nicht unbedingt au f eine 
kurze Halbwertszeit der ALA-Synthase zurückge­
führt werden, wie Kirk [14] erläuterte: Chlorophyll 
kommt nie als freies M olekül in den Zellen vor; es 
ist im m er als Bestandteil der T hylakoidm em bran an 
Strukturproteine gebunden. W ird nun die Synthese 
dieser S trukturproteine unterdrückt, kann das 
Chlorophyll nicht m ehr effektiv aus dem  biosyn­
thetischen M ilieu entfernt werden. D a Chlorophyll 
und einige seiner Vorstufen Inhibitoren der ALA- 
Synthase sind [15], können diese die Chl-Biosyn­
these sehr rasch unterbinden und zwar dies ent­
weder tatsächlich über eine Feed-back-H em m ung 
der ALA-Synthase oder über ein anderes Enzym der 
Chl-Biosynthese (z.B. DOVA -Transam inase?). D ie 
meisten Enzyme der Chl-Biosynthese sind in den 
Plastiden lokalisiert, w erden aber allem Anschein 
nach an den C ytoplasm a-Ribosom en synthetisiert. 
So hem m t CHI die Chl-Biosynthese in Pflanzen 
schneller und vollständiger als CA [14, 16],

Die Cyanobakterien benützen als H auptw eg für 
die Tetrapyrrol-Synthese verm utlich den C-5-W eg
[17], Verschiedene A utoren wiesen nach, daß  
a-K etoglutarat-D ehydrogenase und Succinyl-CoA- 
Synthase in Cyanobakterien fehlt [18, 19], bzw. daß 
Succinyl-Co-Synthase nur in geringer A ktivität vor­
handen ist [20], In den Eukaryoten, wie in den 
Bakterien synthetisieren diese beiden Enzyme den 
Hauptanteil des Succinats. D ie Abwesenheit oder 
nur geringe A ktivität dieser beiden Enzyme in den 
bekannterm aßen beträchtliche Mengen an porphy-

rinhaltigen Verbindungen produzierenden Cyano­
bakterien, läßt verm uten, daß  hier für die Bereit­
stellung von 5-ALA ein W eg benutzt w ird, der kein 
Succinyl-CoA benötigt.

Bei Cyanocyta korschikoffiana  ist ebenfalls nur 
ein unvollständiger T ricarbonsäurecyclus gefunden 
worden [21]. D ies läßt die A nnahm e zu, daß  auch 
hier ein C-5-Körper als Ausgangsm olekül für die 
ALA- und dam it für die Chl-Synthese benützt wird. 
D er Weg über die ALA-Synthase dürfte , selbst 
wenn er vorhanden ist, nu r von untergeordneter 
Bedeutung für die Chl-Synthese sein.

Beeinflussung des Chlorophyllgehaltes 
(in vivo VIS-spektroskopische Bestimmung)

Die zeitliche Veränderung der Chlorophyll-K on- 
zentrationen von behandelten und unbehandelten  
Kulturen w urde aus in vivo V IS-Spektren [1] er­
mittelt und ist in Abb. 1 w iedergegeben. D ie 
relative Chlorophyll-K onzentration der K ontroll­
kultur steigt innerhalb von 18 Stunden nahezu 
linear von 100% au f ca. 135%. D em gegenüber zeigen 
die behandelten Kulturen eine deutliche Verm in­
derung der K onzentrationszunahm e. N ach erfolgter 
Zugabe von CA (bzw. LM) scheint die hem m ende 
W irkung sehr rasch einzusetzen, bei CH I dagegen 
erst 2 Stunden später, erreicht dann aber nach 4 bis

Abb. 1. C. paradoxa: Zeitabhängige Beeinflussung der 
Chlorophyll-Konzentration durch Translationsinhibitoren 
(in vivo VIS-Spektroskopie, 100% =  1,98 |ig /m l Kultur). 
o =  Kontrolle (+ /-7 ,9 % ), v =  CHI ( + / -  4,5%), •  = CA 
(+ /— 3,8%), +  =  LM, die Werte in Klammem stellen den 
mittleren Fehler über die gesamte Meßdauer dar, die 
Fehlerbalken die lokale Standardabweichung).
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Abb. 2. C. paradoxa: Hemmung der Chlorophyllsynthese 
durch CHI (-----) und CA (---). Normierte Ausgleichs­
kurven, berechnet für die jeweilige Inhibition nach den 
Daten aus Abb. 1.

6 Stunden die gleiche Stärke. U nter dem  Einfluß 
von CA, wie auch von CHI nim m t die Chl-Konzen- 
tration nur noch unwesentlich a u f  ca. 103% bzw. 
104% des Anfangswertes zu. In Abb. 2 ist der G rad  
der Inhibition aufgezeichnet. Es handelt sich um 
norm ierte Ausgleichskurven (die m ittlere S tandard ­
abweichung der M eßwerte entspricht den A ngaben 
Abb. 1). CA erreicht schon nach 2 S tunden eine 
Hemmung von 70%, nach 4 S tunden von 90% und 
nach 6 Stunden von 100% (C H I-H em m ung lang­
samer: nach 2 Stunden 40%, nach 4 S tunden 80%, 
nach 6 Stunden 100%). Obwohl beide H em m stoffe 
nach 6 Stunden Einwirkungszeit denselben Effekt 
erzielen, neigen wir zu dem  Schluß, daß  p rim är die 
prokaryotische Proteinbiosynthese für die Chl- 
Synthese von größerer Bedeutung ist als die 
eukaryotische.

Beeinflussung des ,4C-Einbaus in Chlorophyll

Der Einbau von 14C in Chlorophyll kann anhand 
der Zunahm e seiner spezifischen R adioaktiv itä t 
verfolgt werden (Abb. 3). D ie nach 5 S tunden 
K ohlendioxid-Fixierung erreichte spezifische A kti­
vität des Chi in der K ontrollkultur (6,7 nC i/nm ol) 
wird zu 100% gesetzt; nach w eiteren 3 Stunden, 
d.h. nach insgesam t 8 S tunden V ersuchsdauer 
ist die relative spezifische A ktivität des C hloro­
phylls auf 158% angestiegen. Dagegen ist der 
l4C-Einbau in die m it H em m stoff versetzten 
Kulturen geringer: Die C H I-K ultur erreicht nach 
5 Stunden 63%, nach 8 Stunden 101%, die CA-

Kultur nach 5 bzw. 8 Stunden nur noch ca. 20% des
5-h-Kontrollwertes. D er hem m ende Effekt des CA 
ist also deutlich stärker als der vom CHI. D a sich 
bei der CA-Kultur die spezifische A ktivität von Chi 
vom 5-h-Wert au f den 8-h-W ert nicht m ehr w esent­
lich verändert, m uß die Hem m ung schon kurz nach 
5 Stunden Inkubation praktisch vollständig sein. 
Dies entspricht den in v/vo-VIS-Messungen (Abbn. 1 
und 2). Dagegen erscheint der durch CHI ge­
hem mte l4C-Einbau von der 5. zur 8. S tunde Inku­
bationszeit stärker als bei den in vivo VIS-Messun- 
gen gefunden auszufallen (Hem m ung nur ca. 33%). 
Auffallenderweise stimmen die W erte der H em m ­
wirkung des CHI auf den ,4C -E inbau in Chi m it 
denen der Hemm ung des CHI au f die Photosyn­
theserate (Abb. 6) überein. D er durch CHI verm in­
derte 14C-Einbau in Chi hätte som it versuchsweise 
allein auf die verm inderte Kohlendioxid-Assim ila- 
tion zurückgeführt werden können, wenn dem  nicht 
gewisse Differenzen zu den D aten der in vivo VIS- 
Spektroskopie entgegenstehen würden.

Betrachtet man die A uswirkungen der beiden 
Inhibitoren au f die Chl-Synthese, so zeigen jedoch 
beide U ntersuchungsm ethoden denselben Trend: 
Die CA-Hemmung der Chl-Biosynthese tritt e iner­
seits rascher ein (in vivo V IS-Spektroskopie) und ist 
andererseits stärker ( ,4C-M arkierung) als die des 
CHI (Abbn. 3 und 6). D ies steht nun im  G egensatz

(relative spezifische Aktivität von Chi: 100% =  6,7 nC i/ 
nmol). Beschriftung s. Abb. 1.
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zu den bei den Plastiden üblicherweise gefundenen 
Ergebnissen [14]. Es w urde w iederholt berichtet, 
daß bei Chloroplasten die Chl-Biosynthese durch 
CA nur zu ca. 60%, durch CHI unter gleichen 
Bedingungen zu 90% und m ehr gehem m t wird [6]. 
Diese Befunde w urden m it einer unterschiedlichen 
Hemmung der Synthese der S trukturproteine I und
II erklärt. W erden diese Chl-bindenden Struktur- 
Proteine nicht m ehr synthetisiert, w irkt nicht gebun­
denes Chi als feed-back-H em m er au f die 5-ALA- 
Synthase [6]. Im Fall der CHI wird die Synthese 
beider Komplexe verhindert, so daß  das Chi über­
haupt nicht m ehr gebunden wird. Im Fall des CA 
wird nur der Komplex I nicht m ehr synthetisiert, 
dafür aber m ehr Komplex II. D araus erklärt sich 
die gegenüber CHI schwächere Hem m wirkung des 
CA au f die Chl-Biosynthese bei Plastiden. W ie ist 
nun das eher um gekehrte Ergebnis bei Cyanophora 
zu deuten? G eht m an davon aus, daß  die Endo- 
cyanellen von C. paradoxa  ursprünglich frei lebende 
Cyanobakterien gewesen sind, dann sollten sie zu 
dieser Zeit auch einen vollständigen Code für die 
Synthese ihrer P igm ente besessen haben. D ie 
stärkere H em m ung der Chl-Synthese bei Inhibition 
der prokaryotischen T ranslation durch CA deutet 
darauf hin, daß wichtige Schritte der Chl-Synthese 
noch in der Endocyanelle codiert sind. Dies, 
wie auch z. B. der M urein-Sacculus [22] w ürde 
Cyanocyta korschikoffiana  von den Plastiden der 
Algen und höheren Pflanzen unterscheiden. D ie 
hier vorgelegten 14C-M arkierungsexperim ente w ur­
den in experim entell ähnlicher W eise schon von 
Trench und Siebens [23] durchgeführt. A llerdings 
wurde das radioaktive Bikarbonat erst nach einer
7-stündigen V orinkubation m it den Hem m stoffen 
zugegeben. D ie A utoren stellten fest, daß  CHI die 
Chl-Synthese wesentlich stärker hem m t als CA, das 
wiederum gegenüber der K ontroll-K ultur nur 
geringe H em m wirkung zeigte. Diese Beobachtungen 
stehen im W iderspruch zu den in dieser A rbeit 
dargestellten Ergebnissen (s.o.). F ür die bezüglich 
der Chl-Biosynthese unterschiedlichen Ergebnisse 
bei CA ist keine D eutung zu Finden. D ie erwähnte 
starke CHI-Hem m ung [23, 24] läß t sich w ahrschein­
lich durch die 7-stündige V orinkubation der 
Kulturen m it dem  H em m stoff erklären, bei w elcher 
die photosynthetische Sauerstoffentw icklung und 
dam it sicherlich auch die K ohlendioxid-Assim ila­
tion beträchtlich abnim m t (s. Abb. 1 in [2] und 
Abb. 6).

Phycochromoproteide (in vivo VIS-spektroskopische 
Untersuchung)

Vorbemerkungen zur Biosynthese der 
Phycochromoproteide

Phycochrom oproteide sind (neben ih rer F unk tion  
als Speicherproteine [25] bei den C yanobakterien) 
zur Hauptsache akzessorische Pigm ente bei C yano­
bakterien, R hodophyten und Cryptophyten. Sie 
bestehen aus C hrom ophor (Phycobilin) und A po­
protein. Im Gegensatz zu den C ryptophyten befin ­
den sich die Phycochrom oproteide bei den R hodo­
phyten und im allgem einen auch bei den C yano­
bakterien in den Phycobilisom en, die an der 
Thylakoidoberfläche angeheftet sind [26], D ie Bio­
synthese der Phycochrom oproteide, wie auch die 
der Phycobiline ist noch nicht in allen E inzelheiten 
aufgeklärt. Als sicher gilt jedoch, daß  die Phyco­
biline [27, 28] wie das Chlorophyll aus 8 M olekülen
5-Aminolävulinsäure entstehen (für die Bereitstel­
lung dieses M oleküls gelten daher vorerst w eit­
gehend die gleichen Ü berlegungen wie w eiter oben 
für das Chi ausgeführt). C. korschikoffiana  en thält 
die für Cyanobakterien typischen Phycochrom o­
proteide C-Phycocyanin und Allophycocyanin. A llo­
phycocyanin ist ein H om odim er vom M olekular­
gewicht 28 kD  (2 x l2 ,6 k D ) ,  C-Phycocyanin ein 
Heterodim er (31 kD; UE: 13,2kD  und 14,5 kD )
[29]. M arten et al. [30] beschreiben 4 Phycobili- 
proteide mit den relativen M olekulargew ichten von 
16,5, 13,5, 12 und 11 kD.

Beeinflussung der C -Phycocyanin-K onzentration

Die Phycocyanin-K onzentration der Kontroll- 
kultur nim m t im V ersuchszeitraum  annähernd 
linear von 100% au f 186% zu (Abb. 4). D ie PC-Syn- 
these der mit CHI behandelten K ultur scheint noch 
2 Stunden nach Inhibitor-Zugabe wenig bee in fluß t 
zu sein. Die dann einsetzende H em m ung nim m t 
nach weiteren 4 - 6  Stunden stark zu. Im Z eitraum  
von 6 -1 6  Stunden nim m t die PC-K onzentration 
nur noch von 118% au f 121% zu. N och rascher und 
vollständiger tritt die durch CA und LM  veru r­
sachte Hemmug der PC-Synthese ein. D ie m it CA 
(bzw. LM) behandelten K ulturen erreichen einen 
Endwert von knapp 108% der A nfangskonzentration; 
die vollständige H em m ung w urde schon innerhalb  
der ersten 4 - 6  Stunden festgestellt. W ie beim  Chi 
ist auch beim PC die Hem m wirkung des CHI 
gegenüber derjenigen des CA zeitlich verzögert.
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Phycocyanin-Konzentration durch Translationsinhibitoren 
(in vivo VIS-Spektroskopie, 100%= 13 ,8 |ig /m l Kultur bei 
einer durchschnittlichen Chl-Konzentration von 1,98 ng/ml). 
Beschriftung und Fehlerangaben s. Abb. 1; Kontrolle
( + / -  16,4%), CHI ( + / -  6,9%), CA ( + / -  7,7%).

Beeinflussung der A Ilophycocyanin-K onzentration

Die im vorangegangenen A bschnitt für PC ge­
machten Beobachtungen treffen im w esentlichen 
auch auf das AJlophycocyanin zu: h ier üb t das CA 
(bzw. LM) -  es unterbindet die Allophycocyanin- 
Synthese ab ca. 8 S tunden vollständig — gegenüber 
dem CHI ebenfalls die stärkere H em m w irkung aus 
(Abb. 5). D ie H em m w irkung des CH I setzt wie 
beim PC erst nach ca. 4 S tunden stärker ein,

Abb. 5. C. paradoxa: Zeitabhängige Beeinflussung der 
AIlophycocyanin-Konzentration durch Translationsinhibi­
toren (in vivo VIS-Spektroskopie, 100% =  17,4 ng/m l 
Kultur bei einer durchschnittlichen Chl-Konzentration von
1,98 ng/ml). Beschriftung und Fehlerangaben s. Abb. 1; 
Kontrolle ( + / -  16,8%), CHI ( + / -  8,7%), CA ( + / -  6,1%).

erreicht aber den dort beobachteten  W irkungsgrad 
nicht ganz. Auch scheint die A llophycocyanin- 
Synthese nicht vollständig gehem m t zu w erden, da 
auch noch gegen Ende des Versuches (nach 
18 Stunden) eine schwache Z unahm e der AIlo­
phycocyanin-Konzentration zu beobachten  ist 
(ca. 80-90%  Hemmung).

Die Synthese der Phycochrom oproteide w ird 
ebenfalls wie die des Chlorophyll durch CA stärker 
gehemmt als durch CHI (Abb. 6). D a die Phyco-

■100 % INHIBITION 

-90 

-80 ■ ■ /
70 •'/ .

-60 •' /

(-50 / / ' .  '

Mo

Abb. 6a. Effekte des CHI. Abb. 6b. Effekte des CA.

Abb. 6a und 6b. C. paradoxa: Hemmeffekte von CHI und CA auf die Zunahme der Tetrapyrrolpigment-Konzentration 
im Vergleich zur jeweiligen Photosynthese-Aktivität und Chl-Konzentration. Normierte Ausgleichskurven, berechnet 
nach den Daten der Abbn. 1, 3, 4 und 5 sowie aus Abb. 1 (s. 2): —  =  Hemmung der reellen Photosynthese-Aktivität,

Hemmung der Chl-Biosynthese (in vivo VTS-Best.), ............. Hemmung der C-Phycocyanin-Biosynthese (in vivo
VIS-Best.), • ■ • • =  Hemmung der Allophycocyanin-Biosynthese (in vivo VIS-Best.), ▲ = Hemmung des ,4C-Einbaus 
in Chlorophyll.



M. Neu-Müller und H. E. A. Schenk • Zur Lage von Codierungsorten der Tetrapyrrol-Synthese in Cyanophora, III. 995

biline wahrscheinlich über den gleichen Synthese­
weg gebildet werden wie das Chlorophyll, dü rften  
bei dieser Hem m ung auch die gleichen Synthese­
wege betroffen sein. Da hier jedoch  zusätzlich noch 
Makromoleküle, die A poproteide, synthetisiert 
werden müssen, ist es besonders auffallend, d aß  die 
Phycobiliproteid-Synthese unter C H I-E inw irkung 
besser abläuft als unter CA-Einwirkung, obw ohl der 
Organismus durch CHI stärker geschädigt w ird als 
durch CA. Dies deutet wie beim  C hlorophyll au f  
eine vorwiegend in den Cyanellen codierte Phyco- 
bilin-, Apoproteid- und Phycochrom oproteid-Syn- 
these hin, eine Aussage, die der von M arten et al.
[30] zum indest teilweise entgegenzustehen scheint. 
Ob hier ebenfalls m etabolische Fehlsteuerungen 
eine Erklärung für die D ifferenzen sein können 
(der Befund, daß  CHI und D unkelheit das P ro te in ­
muster in ähnlicher Weise [30] beeinflussen, könnte
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