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Neben den katabolischen und anabolischen Bahnen, auf welchen den zentralen Bahnen des
Stoffwechsels Nahrungsstoffe zugefiihrt bzw. entzogen werden, gibt es Enzymsequenzen, die
fiir den Ersatz von Zwischenstufen sorgen, die von den zentralen Bahnen wdhrend der Bio-
synthese entfernt wurden. Diese Nachschubbahnen werden als ,,anaplerotische Sequenzen‘
bezeichnet. Die Natur dieser Sequenzen wurde an Mikroorganismen untersucht, die auf
Cs- und Cs-Verbindungen wachsen. Bei einer anaplerotischen Sequenz, dem Glyoxylat-
Cyclus, dient Phosphoenolpyruvat zur Regelung.

Unter metabolischen Bahnen versteht man die Folgen
chemischer, enzymkatalysierter Reaktionen, die es le-
benden Organismen ermdglichen, aus ihrer Nahrung
Stoffe zum Bau von Zellbestandteilen und Energie zum
Unterhalt solcher und anderer endergonischer Prozesse
zu ziehen. Man unterteilt diese Reaktionsfolgen in drei
Typen. Die katabolischen Bahnen dienen in erster
Linie zur Einfihrung der Nahrungsstoffe in die zen-
tralen energieliefernden Stoffwechselbahnen (die gly-
kolytische Sequenz und den Citronensdure-Cyclus); die
anabolischen Bahnen bauen aus den Zwischenstufen
dieser Vorginge die Makromolekeln des Organismus
auf. Den Zentralbahnen kommt eine Doppelrolle zu:
Thre Zwischenstufen sind unerldBlich fiir die Energiever-
sorgung und fiir den Aufbau der Zellbestandteile. Des-
halb wurden diese Bahnen amphibolisch genannt [2].

Diese drei Typen von Stoffwechselprozessen reichen je-
doch nicht aus, um das Wachstum von Mikroorganis-
men zu erkliren, die von nur einer Verbindung als ein-
ziger Kohlenstoffquelle zu existieren vermégen, wenn
der Katabolismus dieser Verbindung nicht unmittelbar
eine Zwischenstufe des Citronensdure-Cyclus liefern
kann. Hier miissen noch Hilfsreaktionen wirken, welche
die beim Wachstum verbrauchten Zwischenstufen nach-
liefern. In diesem Aufsatz soll die Natur dieser notwen-
digen Nachfiillbahnen, fiir die die Bezeichnung ana-
plerotische Sequenzen [*] vorgeschlagen wird [3],
diskutiert werden.

[1] Vorgetragen am 22. Oktober 1964 auf der Herbsttagung der
Gesellschaft fiir Physiologische Chemie in Koin.

[2] B. D. Davis, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol.
26, 1 (1961).
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1. Anaplerotische Kohlendioxyd-Fixierung

Der Katabolismus von Hexosen, Glycerin oder anderen
Pyruvat-Vorstufen liefert C3-Verbindungen, die in aero-
ben Organismen iiber den Citronensdure-Cyclus ver-
brannt werden. Pyruvat verliert zuniichst eines seiner
C-Atome und bildet dabei mit Coenzym A das Acetyl-
Coenzym A (Acetyl-CoA), das nach Kondensation mit
Oxalacetat in den Cyclus eintritt. Beim Durchlaufen des
Cyclus verliert das Kondensationsprodukt (Citronen-
sdure) zwei weitere C-Atome als CO, und bildet Oxal-
acetat zuriick, das dann fiir die Aufnahme der néchsten
C,-Einheit zur Verfiigung steht. In der wachsenden Zelle
werden nun aber iiber anabolische Reaktionsablidufe die
Zwischenstufen entfernt, die fiir die Regeneration des
Oxalacetats benétigt werden. Die Zwischenstufen die-
nen z. B. fiir die Synthese von Porphyrinen und Amino-
sduren der Glutamat- und Aspartat-Familie. Wenn nicht
gleichzeitig auch eine anaplerotische Reaktion ablduft,
die den Verlust an Zwischenstufen des Citronensiure-
Cyclus ausgleicht, miissen Energieversorgung und Bio-
synthese zum Stillstand kommen. So kénnen z.B. Carb-
oxylierungen eine anaplerotische Funktion erfiillen
[*] Anmerkung des Ubersetzers: Von griechisch ave hinauf und
TAncoo voll, also ,,auffiillend*. Katabolisch: xatafoirewy ein-

bringen, aufspeichern; anabolisch: avafaiietv hinaufwerfen,
fordern.

[3]1 Ich danke Prof. A. Wasserstein, der den SchluB zog, dal das
Wort anaplerotisch, wenn es noch nicht existierte, erfunden wer-
den sollte. Nachtrigliche Priifung zeigte, daB das Wort im Ox-
ford English Dictionary und im Vokabularium der Pathologie
zu finden ist.

[4] W. Seubert u. V. Remberger, Biochem. Z. 334, 401 (1961).
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(Abb. 1). In Pseudomonas 4] kann Oxalacetat durch di-
rekte Carboxylierung von Pyruvat gebildet werden (Gl.a).

CH3~CO—CO;H + ATP + CO, —
HO,C~CH;—CO—CO,H + ADP + H3PO4 (a)
Kohlehydrat
P4 N

Phospho-—, ¥
enolpyruvat Pyruvat

Anapleratische
C0,-Fixierung /L’

Acetat
itrat
Poten <77 Dxalacetat Citrg
Isocitrat
Malat 0,
o-Oxoglutarat 7z Protein
/[0
Fumarat Syccinat
(Au7T] Porphyrine

Abb. 1. Anaplerotische Fixierung von Kohlendioxyd. C4-Verbindungen
miissen durch Carboxylierung von Cj3-Verbindungen synthetisiert wer-
den (s. schwarzen Pfeil), um die durch Wachstum bedingten Verluste
an Zwischenstufen des Citronensiure-Cyclus auszugleichen.

In Enterobacteriaceen scheint die Reaktion (a) nicht ab-
zulaufen [5]. Es werden aber drei andere Enzyme ange-
troffen, die theoretisch die Bildung von C4-Sduren durch
Carboxylierung von Cs3-Verbindungen bewirken konn-
ten: Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (Gl. (b)) [6]:

CH;-C(CO;H)—OPO3H;, + CO; + H, O —
HO;C-CO-CH;—CO>H + H3PO, (b)

,,;malic enzyme* (Reaktion (c)) [7]:

CH3;—CO—CO;H - NADPH; + CO> =
HO,C—~CHOH~-CH;—-CO,H + NADP (c)

und an ATP gekniipfte Oxalacetat-Decarboxylase (Gl.
(@) [8]:

CH,=C(CO,H)—-OPO;3H; + ADP 4+ CO; + H,O =
HO,C—-CO—CH,~CO,H + ATP ()]

Den Triger der anaplerotischen Wirksamkeit konnte
man an einer Mutante von Escherichia coli ermit-
teln, der die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase fehlt [5].
Diese Mutante war unfihig, auf Glucose und Am-
moniak zu wachsen, vermehrte sich aber, wenn dem
Nihrmedium irgendeine zum Eintritt in die Zelle be-
fihigte Zwischenstufe des Citronensédure-Cyclus beige-
geben wurde. Gewaschene Suspensionen dieser Mutante
oxydierten Pyruvat nur bis zum Acetat, das sich an-
reicherte. Dagegen trat eine vollstindige Verbrennung

5] J. M. Ashworth, H. L. Kornberg u. R. L. Ward, Biochem. ).
94, 28 P (1965).

[6] R. S. Bandurski u. C. M. Greiner, J. biol. Chemistry 204, 781
(1953).

[7} S. Ochoa, A. H. Mehler u. A. Kornberg, J. biol. Chemistry
174, 979 (1948).

[8] M. F. Utter u. K. Kurahashi, J. biol. Chemistry 207, 787
(1954).
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des Pyruvats ein, wenn katalytische Mengen rL-Malat
zugesetzt wurden.

Ultraschallextrakte dieser Mutante enthielten ebenso viel von
den in Reaktion (c) und (d) wirksamen Enzymen wie Extrakte
aus dem Wildstamm, unterschieden sich aber von diesen durch
ihre Unfihigkeit, Reaktion (b) zu katalysieren. Damit war ge-
zeigt, dal eine (praktisch irreversible) Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase fiir die Bildung von C4-Verbindungen verant-
wortlich war. Anaplerotische Enzyme schienen sich danach
von anderen Enzymen — obwohl sie dhnliche Reaktionen be-
wirken — durch ihre andersartigen Funktionen in der Zelle
abzuheben.

2. Anaplerotische Sequenzen
im Acetat-Stoffwechsel

Mutanten von E. coli ohne Phosphoenolpyruvat-Carb-
oxylase kOnnen sich von Pyruvat oder seinen Vorstufen
nicht erndhren, gedeihen aber ohne weiteres auf Acetat
als einziger Kohlenstoffquelle [9]. Das zeigt, da3 hier
eine weitere anaplerotische Sequenz wirken muB, die
Zwischenstufen des Citronensiure-Cyclus entsprechend
dem Verbrauch wihrend des Wachstums nachliefert.
Diese Sequenz besteht aus zwei Enzymen, deren gemein-
same Wirkung eine Umgehung der decarboxylierenden
Schritte des Citronensidure-Cyclus ermdglicht und den
Kohlenstoffgehalt der Zelle vermehrt [10] (Abb. 2).

Acetyl-CoA
Zellkomponenten {

N — OxalaCetat CITFZ{

ZH Isocitrat

Malat

0.-Oxoglutarat
co,

Fumarat Succinat

ZH
Acetyl-Coh

Glyoxylat

Abb. 2. Citronensdure- und Glyoxylat-Cyclus, dessen anaplerotische
Natur durch die dicken Pfeile angedeutet ist.

Das erste dieser beiden Enzyme, Isocitrat-Lyase (Reak-
tion (e)), katalysiert die Aldolspaltung des threo-Ds-
Isocitrats [11] zu Succinat und Glyoxylat [12—14], die
zweite, Malat-Synthetase (Reaktion (f)), katalysiert die
Kondensation des so gebildeten Glyoxylats mit Acetyl-

[9]1 J. M. Ashworth u. H. L. Kornberg, Biochim. biophysica Acta
73, 519 (1963).

[10] Ubersicht: H. L. Kornberg, Annu. Rev. Microbiol. 13, 49
(1959); H. L. Kornberg u. S. R. Elsden, Advances in Enzymol. 23,
401 (1961).

[11] H. B.Vickery, J. biol. Chemistry 237, 1739 (1962).

[12} J. J. R. Campbell, R. A. Smith u. B. A. Eagles, Biochim.
biophysica Acta 11, 594 (1953).

[13] J. A. Olson, Nature (London) 174, 695 (1954).

[14] R. A. Smith u. I. C. Gunsalus, J. Amer. chem. Soc. 76, 5002
(1954).
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CoA zu Malat [15]. Zusammen mit den von Malat zu
Isocitrat fithrenden Schritten des Citronensidure-Cyclus
(welcher natiirlich die Energie fiir das Wachstum auf
Acetat liefern muf3) kann also diese anaplerotische Bahn
den Vorrat des Citronensidure-Cyclus an Zwischenstufen
erginzen, die fiir biosynthetische Zwecke abgezogen
werden. Diese Sequenz (g) (Glyoxylat-Cyclus) bewirkt
[16,17] dasselbe wie die oft postulierte ,,Thunberg-Kon-
densation*‘ [18], obwohl sie anders verlauft.

Acetyl-CoA + Oxalacctat + H,O — Citrat + CoA

Citrat = Isocitrat

Isocitrat = Succinat + Glyoxylat (e)
Acetyl-CoA + Glyoxylat + H,O — Malat + CoA ()
Malat + 1/, O, — Oxalacetat + H,0

2 Acetyl-CoA + 1/, O — Succinat + 2 CoA + H,O (g)

3. Anaplerotische Sequenzen
im Glyoxylat-Stoffwechsel

Auch wenn Glyoxylat oder eine seiner Vorstufen als
Kohlenstoffquelle fiir das Wachstum dient, stellt der Ci-
tronensiure-Cyclus biosynthetische Zwischenstufen zur
Verfiigung; er dient aber letzten Endes nicht mehr als
Atmungsbahn. Stattdessen wird Glyoxylat iiber den Di-
carbonsdure-Cyclus (Abb. 3) verbrannt, welcher einige
Teilprozesse des Citronensiure-Cyclus umfaft.

0,
Glyoxylat Tartronsaure-halbaldehyd
Glyoxylat
Glyoxylat Y
Glycerat
ATP
Acetyl-CoA Malat
ZH

Phosphoglycerat

2H Oxalacet
COZ
ca, AOP

Pyruvat Phosphoen Ipyruvat
'%
ATP <2
AUL7 3 Zellkomponenten

Abb. 3. Der Dicarbonsidure-Cyclus fir die Oxydation von Glyoxylat
(diinne Pfeile) und die Glycerat-Bahn (dicke Pfeile), welche die Kon-
zentrationen der Zwischenstufen des Dicarbonsidure-Cyclus aufrecht
erhilt.

In diesem Cyclus wirkt Malat-Synthetase (Reaktion (f)) als
Atmungsferment. Sie katalysiert zundchst die Kondensation
von Glyoxylat mit Acetyl-CoA zu Malat, das dann iitber Oxal-
acetat und Pyruvat weiter oxydiert wird und schlieBlich das
Acceptormolekil fiir Glyoxylat zuriickliefert [19]. Die Ent-

[151 D.T. O.Wong u. S. J. Ajl, J. Amer. chem. Soc. 78, 3230
(1956).

[16] H. L. Kornberg u. N. B. Madsen, Biochim. biophysica Acta
24, 651 (1957); Biochem. J. 68, 549 (1958).

[17]1 H. L. Kornberg u. H. A. Krebs, Nature (London) /79, 988
(1957).

[18] T.Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 40, 1 (1920).

1191 H. L. Kornberg u. J. R. Sadler, Nature (London) /85, 153
(1960); Biochem. J. 81, 503 (1961).
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fernung von Ausgangsstoffcn der Zellsynthese aus diesem Cy-
clus (alle Zwischenstufen kommen dafiir in Frage) wiirde die
Oxydation zum Stilistand bringen: Eine anaplerotische Se-
quenz mulB daher einspringen, die Glyoxylat in solche Zwi-
schenstufen umwandeln kann. Diese Sequenz besteht aus drei
Enzymen [20]. Die Glyoxylat-Carboligase [21] katalysiert dic
Bildung von Tartronsdure-haibaldehyd aus Glyoxylat, wobei
Kohlendioxyd eliminiert wird (Gl. (h)); Tartronsidure-hatb-
aldehyd-Reduktase [22] bewirkt die Reduktion des Halbalde-
hyds zu Glycerat (Gl. (i)). SchlieBlich hilft die Glycerat-Kin-
ase [23] bei der Umwandlung des Glycerats in Phosphogly-
cerat (Gl. (k)), eine Zwischenstufe des amphibolischen Kreis-
laufs, Die Gesamtreaktion der Glycerat-Bahn [24] (Abb. 3)
beschreibt Gleichung (1).

2 Glyoxylat — Tartronsdure-halbaldehyd + CO; (h)
Tartronsiure-halbaldehyd +~ 2 H — Glycerat (i)
Glycerat + ATP - Phosphoglycerat + ADP (k)

2 Glyoxylat+ ATP+ 2 H — Phosphoglycerat + ADP + CO; ()

Das Phosphoglycerat wird in Acetyl-CoA umgewandelt, das
durch Kondensation mit einer weiteren Molekel des Wachs-
tumssubstrats, Glyoxylat, den Dicarbonsdure-Cyclus wieder
auffillt.

4. Quantitative Aspekte der Anaplerose

Die Beobachtung, daBl zellfreie Extrakte von Mikro-
organismen viele chemische Reaktionen zu katalysieren
vermégen, beweist noch nicht, dal} eine Sequenz solcher
Reaktionen eine wichtige Rolle als anaplerotische Bahn
im Haushalt der Zellen spielt. Dies kann man aber mit
auxotrophen Mutanten beweisen. Mutanten von E. coli
ohne Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (Reaktion (b))
konnen auf Glucose, Glycerin oder C3-Siuren erst wach-
sen, wenn man den Ndhrmedien eine Zwischenstufe des
Citronensiure-Cyclus zufiihrt, die in die Zellen eindrin-
gen kann (vgl. Abschn. 1). Diese Mutanten konnen sich
aber von Acetat oder Glykolat als einziger Kohlenstoff-
quelle erndhren, da die anaplerotischen Sequenzen, die
in diesem Fall wirken (Abb. 2 und 3), die Carboxylie-
rung von Phosphoenolpyruvat umgehen.

Anderen Mutanten von E. coli fehlt die Isocitrat-Lyase
(Reaktion (e)); sie konnen nicht auf Acetat wachsen,
wihrend Glucose, Zwischenstufen des Citronensiure-
Cyclus und Glykolat eine gute Erndhrungsbasis abge-
ben. Revertanten dieser Mutanten, die die Fahigkeit
wiedererlangt haben, auf Acetat zu wachsen, besitzen
nachweislich [25] auch wieder eine Isocitrat-Lyase-Akti-
vitdt. SchlieBlich interessiert [26], daB E. coli zwei
Malat-Synthetasen mit verschiedenen Eigenschaften be-

[20] H. L. Kornberg u. A. M. Gotto, Nature (London) /83, 1791
(1959); Biochem. J. 78, 69 (1961).

[21]1 G. Krakow, S. S. Barkulis u. J. A. Hayashi, J. Bacteriol. 81,
509 (19615,

[22] A. M. Gotto u. H. L. Kornberg, Biochcm. J. 81, 173 (1961).

[23] C. C. Doughty u. J. A. Hayashi, Abstr. 6th Internat, Congr.
Biochem. 6, 507 (1964).

[24] H. L. Kornberg, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat.
Biol. 26, 257 (1961).

[25] J. M. Ashworth u. H. L. Kornberg, Biochim. biophysica
Acta 89, 383 (1964).

[26] P. Falmagne, E. Vanderwinkelu. J. M. Wiame, Arch. internat.
Physiol. Biochim. 7/, 813 (1963).
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sitzt: Wahrscheinlich spielt eine von ihnen eine katabo-
lische Rolle im Dicarbonsidure-Cyclus, die andere eine
anaplerotische im Glyoxylat-Cyclus und in der Glycerat-
Bahn.

Andere Hinweise auf die intracellulire Wirkung der hier
besprochenen Enzymsequenzen als Wege des Stoffwech-
sels kann man aus den Aktivititen der Schrittmacher-
enzyme [27] gewinnen, die sich in Extrakten geeignet

Tabelle 1. Aktivititen einiger anaplerotischer Enzyme in Extrakten
aus E. coli W. bei 30°C [24].

Durchschnittliche spezifische Aktivitat [nMol/Std..mg Protein]
Nihr- Tsocitrat- Malat- Glyoxylat- | Tartronsidurehalb-
substrat | 7 yage Synthetase | Carboligase| aldehyd-Reduktase
(GL. (e)) (Gl () (GL (h)) (GL (i)
Lactat 0,5 0,4 I 4
Acetat 15 9 1 4
Glykolat 3 35 28 75

erndhrter Kulturen von E. coli W messen lassen (Tabelle
1). Die Enzym-Aktivitdten sind mehr als ausreichend, um
die Nachlieferung der Zwischenstufen des Citronensiu-
re-Cyclus wihrend des Wachstums zu garantieren. Man
gelangt zu dem SchluB}, daf3 die anaplerotischen Sequen-
zen sowohl notwendig als auch ausreichend fiir das
Wachstum sind.

5. Steuerung anaplerotischer Sequenzen

Aus Tabelle 1 ist zu ersehen, da3 die Aktivititen der
Schrittmacherenzyme anaplerotischer Sequenzen vom
Stoffwechsel geregelt werden: Man findet ein Enzym nur
dann in reichlichen Mengen in den Zellextrakten, wenn
es notwendig fiir das Wachstum auf der angebotenen
Kohlenstoffquelle ist. Offensichtlich kdnnen Mikro-
organismen aus den metabolischen Bahnen, die jhnen
genetisch zur Verfiigung stehen, die giinstigen auswah-
len [24]. Dieses Phinomen spiegelt sich in der Anderung
des Verhiltnisses der Aktivitit von Malat- zu Citrat-
Synthetase wider, die beobachtet wird, wenn auf Lactat
geziichtete E. coli-Kulturen auf Lactat, Acetat oder Gly-
kolat weiterwachsen (Abb. 4).

ol

(ALL72) —= B

Abb. 4. Anderung des Verhiltnisses der Aktivititen von Malat-(ay)
und Citrat-Synthetase (a;) in E. coli W in Abhingigkeit von der Zell-
dichte d [mg Trockengewicht/ml]. X: Kultur auf Lactat. @: Nach
Unmstellung auf Acetat. : Nach Umstellung auf Glykolat.

[27) H. A. Krebs u. H. L. Kornberg, Ergebn. Physiol., biol.
Chem. exp. Pharmakol. 49, 212 (1957).
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Bei diesen Beispielen scheint sich das ,,richtige‘ Aktivi-
tdtsverhiltnis einzustellen, noch ehe sich die Zahl der
Zellen erheblich vergréBert hat. Dieses Verhiltnis wird
dann wihrend des folgenden Wachstums aufrechter-
halten [28]. Das weist darauf hin, daB3 die Geschwindig-
keit, mit der die Schrittmacherenzyme anaplerotischer
Sequenzen hergestellt werden, von den Anderungen der
intracelluliren Konzentrationen spezifischer Metabolite
geregelt wird.

6. ,,Grobregelung® des Glyoxylat-Cyclus

Die Fihigkeit, bestimmte Stoffwechselbahnen ,,auszu-
wihlen®, ist weit verbreitet und kommt keineswegs nur
den anaplerotischen Sequenzen zu [29]. Bei anapleroti-
schen Systemen ist die Regelung bisher erst beim Gly-
oxylat-Cyclus niher untersucht worden. Diese Unter-
suchung [30] konzentrierte sich auf die Analyse der Fak-
toren, welche die Bildung von Isocitrat-Lyase in E. coli W
und den folgenden Varianten regeln: E. coli M 22—64
(Mutante von W ohne Citrat-Synthetase [31]); E. coli
M 19]—-6 (Mutante von W ohne Pyruvat-Oxydase [32]);
E. coli Bm (Mutante von B ohne Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase [9,33]); Achromobacter d—15 [34].

a) EinfluB des Nihrsubstrats auf die
Isocitrat-Lyase-Aktivitat

Wurde E. coli W auf Acetat geziichtet, so lag die spezi-
fische Aktivitdt der 1socitrat-Lyase in den Extrakten bei
15,3 uMol produziertes Glyoxylat/mg Protein-Std., also
bedeutend hoher als bei anderer Erndhrung (Abb. 5).

Auch bei den niedrigeren spezifischen Aktivititen war
ein EinfluB des Wachstumssubstrats zu verzeichnen, wie
die zwischen 0,25 (fiir pyruvat-geziichtete Zellen) und
4,0 (fiir prolin-geziichtete Zellen) liegenden Werte er-
kennen lassen. Die folgenden Zusammenhénge erlauben
eine Aussage, welche Phinomene wahrscheinlich diesen
Variationen zu Grunde liegen.

1. Die auf verschiedenen Kohlenstoffquellen erreichten
Enzym-Aktivititen scheinen mit der Position dieser
Kohlenstoffquelle auf der ,,metabolischen Landkarte*
(Abb. 5) zusammenzuhdngen. Wachstum auf Pyruvat
und seinen unmittelbaren Vorldufern fiihrt zu den nied-
rigsten spezifischen Aktivititen an Isocitrat-Lyase; die
Einschaltung zusitzlicher enzymatischer Reaktions-
schritte zwischen das Wachstumssubstrat und den Ein-
tritt in die zu C3-Verbindungen fiihrenden metabolischen
Bahnen bewirkt eine zunehmende Enzym-Produktion.

[28] J. R. Sadler, Dissertation, University of Oxford, 1961.

[29] Neuere Ubersicht: H. E. Umbarger, Science (Washington)
145, 674 (1964).

[30] H. L. Kornberg, Colloq. internat. C.N.R.S., Marseille, 1963
{im Druck).

[31] C. Gilvarg u. B. D. Davis, J, biol. Chemistry 222, 307 (1956).

[32] A. D. Gounaris u. L. P. Hager, J. biol. Chemistry 236, 1013
(1961).

[33] Geschenk von Prof. L. Gorini u. R. E. Lynch, Boston.
[34] Geschenk von Dr. R. F. Rosenberger, Jerusalem.
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Glucose £0.32]

Fructose [0,50])—-
Glycerin(1.2]—>
<—Glycerat [0,28] <—Glykolat [2.6]

o Manin{1.04]

Pyruvat[0,25]
/ \Lactat[G,Bﬂ
{M191-6/
Phosphoenolpyruvat ca,
A
. co, cetat (15,31
0 1M22°64]
Onalacatal o Prolin [4.01
Aspartat[1,9] o-Dxoglutarat [1,2] <—Glutamat (3,81
Malat (0,83] Succinat [101<—y-Aminobutyrat [3,5]
(A7) Fumarat[0,90]

Abb. 5. EinfluB des Niahrmediums auf die Aktivitit der Isocitrat-Lyase
in Extrakten aus E. coli W. Die gemessene spezifische Aktivitiat des
Enzyms [uMol produziertes Glyoxylat/mg Protein.Std.] steht in eckigen
Klammern hinter der Bezeichnung des Nédhrsubstrats. Die schraffierten
Balken deuten die Mangelstellen in den Mutanten an.

2. Die Enzym-Aktivititen, die beim Wachstum auf
Kohlenstoffquellen auBer Acetat erreicht werden, ver-
halten sich umgekehrt wie die Wachstumsgeschwindig-
keiten auf den betreffenden Nahrungsquellen (Abb. 6).

L]
40 7 !
3
30
20
n fe
[Us 10 ,9¢7 o8
ﬂ/ﬁ
. 13e 150‘7[0
1 1 1 i L ) A 4
80 100 200
[Ri78 tylmin}——

Abb. 6. Beziehung zwischen mittlerer Verdoppelungszeit tp [min} und
spezifischer Aktivitat an Isocitrat-Lyase in E. coli W beim Wachstum
auf mehreren Nihrsubstraten bei 30°C. 1: Prolin; 2. Glutamat;
3: y-Aminobutyrat; 4: Glykolat; 5: Aspartat; 6: Glycerin; 7: Succi-
nat; 8: Alanin; 9: Fumarat; 10: Malat; 11: Lactat; 12: Fructose;
13: Glucose; 14: Glycerat; 15: Pyruvat.

Ordinate: Spez. Aktivitidt ay von Isocitrat-Lyase.

Die hochsten spezifischen Aktivititen an Isocitrat-Lyase wur-
den wihrend des Wachstums auf Prolin, Glutamat, v-Amino-
butyrat und Glykolat gemessen; diese Substanzen miissen in
einem oder mehreren Reaktionsschritten auf den Eintritt in
den Embden-Meyerhof-Weg oder den Citronensdure-Cyclus
vorbereitet werden. Auf diesen Substanzen vollzieht sich das
Wachstum langsamer als auf den Zwischenstufen der meta-
bolischen Hauptbahnen, in die sie erst umgewandelt werden
miissen.

Diese Beobachtungen stiitzen die Auffassung, dafi die
Bildungsgeschwindigkeit der Isocitrat-Lyase von den in-
tracelluldren Konzentrationen der Metabolite, die dabei
als Hemmstoffe wirken, dirigiert wird. Einer der Fak-
toren, die diese Konzentrationen bestimmen, scheint die
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Eintrittsgeschwindigkeit des Wachstumssubstrats in die
metabolischen Hauptbahnen zu sein, die somit die
Wachstumsgeschwindigkeit des Organismus beeinflu3t.

b) Die Rolle des Acetats bei der Bildung
der Isocitrat-Lyase

Die hohe Geschwindigkeit der Enzymsynthese wiahrend
des Wachstums auf Acetat-Basis erscheint als Ausnahme
zu den in Abschnitt 6a angegebenen Regeln 1 und 2.
Man konnte vermuten, dal3 Acetat oder Acetyl-CoA die
Bildung von Isocitrat-Lyase unmittelbar induzieren.
Einige Argumente sprechen aber gegen eine solche An-
nahme [35]. Wurde E. coli in Medien gezogen, welche
eine der in Abb. 6 aufgefithrten Kohlenstoffquellen
(auBer Prolin, Glutamat und y-Aminobutyrat) enthiel-
ten, so fand man gleiche spezifische Aktivititen an Iso-
citrat-Lyase, ob nun die Lésungen nur 20 mMol Nihr-
substrat/l enthielten oder ob noch zusitzlich Acetat in der
gleichen Konzentration vorhanden war. Das zeigte, daB3
Acetat in Gegenwart dieser Substanzen die Bildung von
Tsocitrat-Lyase nicht induzieren kann. Bei Prolin, Gluta-
mat oder yv-Aminobutyrat als Nihrsubstraten regte eine
Acetat-Zugabe zum Medium aber die Synthese von Iso-
citrat-Lyase an. Diese quasi-induzierende Wirkung des
Acetats [36], die hier zu 2- bis 3-mal hoheren Isocitrat-
Lyase-Pegeln als bei Abwesenheit von Acetat fiihrte,
zeigte sich auch, wenn man Ammoniumchlorid aus dem
Nahrmedium weglie8 und die Aminosduren somit nicht
nur als Hauptkohlenstoffquelle, sondern auch als aus-
schlieBliche Stickstoffquelle fungierten.

Wihrend aber der Wildstamm E. coli W auf Prolin +
Acetat, Glutamat + Acetat oder y-Aminobutyrat + Ace-
tat schneller Isocitrat-Lyase bildete als beim Wachstum
ohne Acetat, wurde die Enzymbildungsgeschwindigkeit
in der Mutante M 22-64 (der die Fahigkeit, aus Oxal-
acetat und Acetyl-CoA Citrat zu bilden, abgeht; vgl.
Abb. 5) durch Acetat nicht beeinfluBit (Abb. 7).

Da bekannt ist, da3 diese Mutante noch Acetat zu Ace-
tyl-CoA aktivieren kann [19,31], spricht der fehlende
Einfluf} des Acetats auf die Bildungsgeschwindigkeit der
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Abb. 7. EinfluB der Zugabe von 20 mM Acetat auf die Bildung von
Tsocitrat-Lyase durch E. coli W (Q) und seine Mutante M 22—64 (@)
wihrend des Wachstums auf Prolin bei 30 °C. Das Acetat wurde an den
durch Pfeile markierten Stellen beigefiigt. ap: spez. Aktivitit der Iso-
citrat-Lyase; g = Zahl der Generationen.

[35] H. L. Kornberg, Biochim. biophysica Acta 73, 517 (1963).
[36] R. F. Rosenberger, Biochim. biophysica Acta 64, 168 (1962).
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Isocitrat-Lyase in M 22—-64 gegen eine direkte Induktion
der Enzymbildung sowohl durch Acetat als auch durch
Acetyl-CoA. Dagegen lieBen sich die Beobachtungen
durch die Vorstellung deuten, daB die unterschiedlichen
Geschwindigkeiten der Lyase-Bildung durch die intra-
celluliiren Konzentrationen eines (oder mehrerer) dem
Oxalacetat nahestechenden Hemmstoffs hervorgerufen
werden. Im Wildstamm konnte Acetat diese Konzentra-
tionen durch Citrat-Bildung verringern, nicht dagegen
in der Mutante M 22—64.

Man zog M 2264 auf einem Medium mit 20 mM Gly-
kolat + 2 mM Glutamat und fand in der Wirkung von
Acetat auf dieses System eine weitere Bestétigung der
Ansicht. Bei Abwesenheit von Acetat wurde die Isocitrat-
Lyase mit einer spezifischen Aktivitit von 2,2 uMol/
Std..mg Protein produziert, die dann iiber nahezu 2
Generationen konstant blieb. Fiigte man nun 50 mM
Acetat zu, so wurde dje Bildung von Isocitrat-Lyase nicht
nur nicht angeregt, sondern ihre spezifische Aktivitét
wurde stark herabgesetzt, ohne dal das Wachstum ver-
zogert worden wire. Das gleiche ergab sich, wenn man
die auf Glykolat/Glutamat bezogene Mutante in ein fri-
sches Medium iibertrug, das diese Kohlenstoffquellen
und zusidtzlich Acetat (50 mM) enthielt; beim weiteren
Wachstum der Organismen fiel der Gehalt an Isocitrat-
Lyase auf weniger als 60°; des urspriinglichen Wertes
(Zellwachstum in Abwesenheit von Acetat) und dnderte
sich anschlieBend nicht mehr (Abb. 8).

ALLT8;

Abb. 8. EinfluB der Zugabe von Acetat auf die Bildung von Isocitrat-
Lyase durch M 22—64. (0): Wachstum in 20 mM Glykolat + 2 mM
Glutamat. (@): Gleiches Medium -+ 50 mM Acetat. Die Experimente
wurden mit Glykolat/Glutamat-ernihrten Zellen begonnen. Acetat
wurde an den durch Pfeile markierten Stellen zugegeben. ai: spez. Ak-
tivitdt der Isocitrat-Lyase; g = Zahl der Generationen.

Da Acetat in den Stoffwechsel der glykolat-erndhrten
Mutante eintreten kann [19], indem es sich mit Glyoxy-
lat zu Malat verbindet (vgl. Abb. 3), ist die Hemmung
der Isocitrat-Lyase-Bildung moglicherweise einem oder
mehreren aus Malat entstehenden Stoffen zuzuschreiben,

¢) Mogliche Identitit des fiir die lsocitrat-Lyase-
Hemmung verantwortlichen Metaboliten

Die Mutante M 19/—6, die Pyruvat nicht oxydieren
kann, zeigte auf Glykolat -I- Acetat eine spezifische Akti-
vitdt der Isocitrat-Lyase, dic weniger als 30°/ der von
M 22-64 (Abb. 8) und weniger als 15°; der des Wild-
stammes von E. coli (Abb. 5) unter gleichen Bedingungen
betrug. Wenn lberhaupt ein bestimmtes Stoffwechsel-
produkt als spezifischer Hemmstoff der Isocitrat-Lyase
fungierte, so war hiernach zu vermuten, daf} einer Zwi-
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schenstufe des Citronensdure-Cyclus diese Rolle nicht
zukam. Weitere Indizien wiesen in die gleiche Richtung:

1. Dic auf Acetat angewiesene Mutante M 19]/—6 wurde mit
20 mM Glykolat + 10 mM Acetat erndhrt. Nachdem die Zell-
dichte um etwa 0,1 mg Trockengewicht/ml zugenommen
hatte, wurden Proben der Kultur fiir den Enzymtest abge-
zweigt und das entnommene Volumen durch frische Néhr-
16sung ersetzt. Unter diesen Bedingungen wuchs also der Or-
ganismus mit konstanter Geschwindigkeit und bei etwa kon-

-stanter Zelldichte. Auch die Isocitrat-Lyase wurde mit kon-

stanter, wenn auch ungewohnlich niedriger spez. Aktivitét
(0.3 uMol/Std.-mg Protein) produziert. Ersetzte man die ent-
fernte Fliissigkeit durch gleiche Volumina einer (acetatfreien)
20 mM Glykolat-Losung, so fiihrte die Erschopfung des Me-
diums an Acetat zu einer Verlangsamung des Wachstums und
schlieBlich zum Stillstand.

Erwartungsgemidfl — die metabolische Fehlstelle dieser Mu-
tante ist bekannt — war das verzégerte Wachstum von einer
Anreicherung an Pyruvat (als 2.4-Dinitrophenylhydrazon
identifiziert) begleitet. Die spezifische Aktivitit der Isocitrat-
Lyase in zeitlich aufeinanderfolgenden Proben dieser Kultur
fiel auf sehr niedrige Werte ab; dies bedeutet wohl, daB die
Uberproduktion katabolischer Substanzen aus Glykolat die
Konzentrationen an Stoffwechselprodukten innerhalb der
Zelle auf Werte steigen liefl, bei denen die Isocitrat-Lyase-
Synthese praktisch aufhérte. Da M 191—6 nicht zur Oxyda-
tion von Pyruvat zu Acetat befdhigt ist und somit ohne Acetat-
Zusatz kein Malat aus Glyoxylat bilden kann, tritt die unge-
wdohnlich starke Hemmung der Isocitrat-Lyase-Synthese unter
Bedingungen ein, die durch eine Uberproduktion an C3-Ver-
bindungen ohne vorherige Malat-Bildung gekennzeichnet
sind.

2. Zugabe von Pyruvat zu einer Kultur von M 22—64 auf
Prolin als einziger Kohlenstoffquelle verzogerte das Wachs-
tum nicht, senkte die Bildungsgeschwindigkeit der Isocitrat-
Lyase aber erheblich (Abb. 9). Man darf wohl annehmen, daB3
Pyruvat-Zusatz die intracelluliren Konzentrationen an Cy4-
Dicarbonsiduren und an Cs;-Verbindungen in dieser Mutante
erhoht, nicht aber die anderer Zwischenstufen des Citronen-
sidure-Cyclus.
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Abb. 9. EinfluB von Pyruvat auf die Biidung von Isocitrat-Lyase in
M 22-64 (A, A) und Bm (O,@) bei 30°C. Die ausgefiiliten Symbotle
kennzeichnen Kulturen, die an den durch Pfeile markierten Stellen auf
5 mM Pyruvat gebracht wurden; Wachstum auf Prolin. a;: Iso-
citrat-Lyase-Aktivitat (spez. Aktivitit Zelldichte); d = Zelldichte [mg
Trockengewicht/ml].

3. Setzte man einer Kultur der Mutante Bm auf Prolin als
einziger Kohlenstoff- und Stickstoffquelle Pyruvat zu, so
wurde die Wachstumsgeschwindigkeit nicht herabgesetzt,
aber die Bildung von Isocitrat-Lyase nahm stark ab (Abb. 9).
Diese Mutante kann zwar Pyruvat oxydieren, aber keine Cy-
Dicarbonsauren erzeugen.

4. Wurde Mutante Bm auf 50 mM Acetat + 5 mM Glutamat
als einziger Stickstoffquelle gezogen, und fligte man einer sol-
chen Kultur Pyruvat zu, so sank die urspriinglich hohe Bil-
dungsgeschwindigkeit der Isocitrat-Lyase um 85°,, wobei
aber diesmal die Wachstumsgeschwindigkeit unverdndert
blieb. Der enzymhemmende Effekt hielt an, bis alles Pyruvat
aufgebraucht war (Abb. 10). Da nur Glutamat als Stickstoff-
quelfe zur Verfiigung stand und keine 2-Oxosiduren im Medi-
um zu entdecken waren, muBte die Aminosidure fir das
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Wachstum herangezogen worden sein, ohne daf es dabei zu
einer intracelluliren Anreicherung von Repressorsubstanzen
kam. Dagegen waren Repressorsubstanzen aus Pyruvat ge-
bildet worden, obwohl die Mutante daraus keine C4-Dicar-
bonsiuren aufbauen kann.
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Abb. 10. EinfluBl von Pyruvat auf die Bildung von Isocitrat-Lyase in Bm
(Nidhrmedium 50 mM Acetat + 5 mM Glutamat, keine weitere Stick-
stoffquelle) bei 30°C. (@): Kultur mit Pyruvat-Zusatz, 4 mM. Die
abnehmende Pyruvat-Konzentration (rechte Ordinate) ist durch X ge-
kennzeichnet; (O): Kein Pyruvat-Zusatz. ai: Isocitrat-Lyase- Aktivitit
(spez. Aktivitdt-Zelldichte); d = Zelldichte [mg Trockengewicht/ml].

5. Eine Bm-Kultur (50 mM Acetat + 5 mM Aspartat als ein-
zige Stickstoffquelle) wuchs nach Zusatz von Pyruvat mit un-
verminderter Geschwindigkeit weiter; dagegen wurde die ur-
spriingliche hohe Bildungsgeschwindigkeit der Isocitrat-Lyase
drastisch gesenkt (Abb. 11). Auch hier muB die Aminosidure
fiir das Wachstum herangezogen worden sein und muf3 dem
Organismus Oxalacetat zur Verfiigung gestellt haben, aber zu
langsam, um die Bildungsgeschwindigkeit der Isocitrat-Lyase
merklich zu senken. Die Enzymbildung wurde auch hier
durch Pyruvat-Zusatz unterdriickt, obwohl E. coli Bm aus
Pyruvat keine C4-Verbindungen aufbauen kann.

Aus den fiinf Beobachtungen 148t sich schlieBen: Wenn
iiberhaupt ein bestimmtes Stoffwechselprodukt der spe-
zifische Hemmstoff fiir die Enzymbildung sein soll, so
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Abb. 11. EinfluB von Pyruvat auf die Bildung von Isocitrat-Lyase in der
Mutante Bm (Ziichtung in 50 mM Acetat + 5 mM Aspartat ohne andere
Stickstoffquellen) bei Zusatz von Pyruvat (bei 30 °C). (@): Xultur mit
Zusatz von 5 mM Pyruvat, (X): Abnahme der Pyruvat-Konzentration
(rechte Ordinate). (O): Kein Pyruvat-Zusatz, a;: Isocitrat-Lyase-
Aktivitat (spez. Aktivitit-Zelldichte); = Zelldichte [mg Trocken-
gewicht/ml].
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kann es keine C4-Dicarbonsdure (Ergebnisse mit Brm),
keine Zwischenstufe des Citronensdure-Cyclus (Ergeb-
nisse mit M 22—64) und kein Oxydationsprodukt von
Pyruvat (Ergebnisse mit M 19/-6) sein. Der Metabolit
mubB daher entweder Pyruvat selbst oder ein in nahem
Zusammenhang mit Pyruvat und Oxalacetat stehender
Stoff sein.

Wenn man annehmen darf, daB die gleichen Faktoren
die Bildung der Isocitrat-Lyase in E. coli und anderen
Mikroorganismen regeln (Resultate an Bakterien {101,
Schimmelpilzen [37,38], Algen [39,40] und Protozoen
[41] scheinen diese Annahme zu bestiitigen), so gelangt
man zu der Folgerung, daB Pyruvat wahrscheinlich nicht
der hemmende Metabolit ist. Den wichtigsten Hinweis
liefern Untersuchungen an Achromobacter d—15. Diese
Organismen haben die ungewohnliche Eigenschaft, nach
Wachstum in Gegenwart von Pyruvat, Lactat oder Ala-
nin als einziger Kohlenstoffquelle hohe spez. Aktivitdten
(6—8 p.Mol/Std.-mg Protein) an Isocitrat-Lyase in den
zellfreien Extrakten zu zeigen; dhnlich anderen Organis-
men bilden sie aber nur geringe Mengen des Enzyms,
wenn sie auf Zwischenstufen des Citronensdure-Cyclus
geziichtet werden. Ungewohnlich ist auch, daf} sich
Achromobacter d—15 von Glucose, Glycerin oder Gly-
kolat nicht erndhren kann, wahrscheinlich [42], weil
Pyruvat-Kinase fehlt und Reaktion (m) deshalb nicht ab-
laufen kann:

CH3—CO—-CO;H + ATP
= CH,;=C(CO;H)-OPOzH; + ADP (m)

Die Konsequenz davon ist, daB alle Katabolite ausge-
schaltet werden, die diesen wesentlichen Schritt des
Embden-Meyerhof-Weges passieren miissen, um in den
Citronensdure-Cyclus zu kommen. Es ist daher mog-
lich, daB dic hohen Isocitrat-Lyase-Werte in Extrakten
von pyruvat-ernihrtem Achromobacter d-15 sympto-
matisch fiir den Ausfall von Reaktion (m) sind. Nun
kann aber Phosphoenolpyruvat nicht nur gemidB (m)
aus Pyruvat [42a], sondern auch nach (d) aus Oxal-
acetat gebildet werden. Da man sofort zu niedrigen Iso-
citrat-Lyase-Werten kommt, wenn der Organismus auf
Zwischenstufen des Citronensdure-Cyclus geziichtet
wird, muB3 man schlieBen, dall Phosphoenolpyruvat einer
der hemmenden und regeinden Metabolite bei der Syn-
these von Isocitrat-Lyase ist.

Wahrscheinlich iibt mehr als ein Stoffwechselprodukt
eine solche Regelwirkung aus. Hinweise hierauf liefert
die Untersuchung der Mutante BmR, die sich von Bm
ableitet, aber im Gegensatz dazu auf Glycerin, Glucose
und Pyruvat geziichtet werden kann. Dieses Wachstums-

[371 J. F. Collins u. H. L. Kornberg, Biochem. J. 77, 430 (1960).
[38] W. S. Wegener u. A. H. Romano, J. Bacteriol. 87, 156 (1964).
[39] L. C. Harrop u. H. L. Kornberg, Biochem. J. 88, 42 P (1963).
[40] A. G. Callely u. D. Lloyd, Biochem. J. 90, 483 (1964).

[41] J. F. Hogg u. H. L. Kornberg, Biochem. J. 86, 461 (1963).
[42] H. L. Kornberg, J. Dennis u. E. M. Wilson, Biochem. J. 92,
55P (1964).

[42a] Anmerkung bei der Korrektur: DaBl Phosphoenolpyruvat
nach Reaktion (m) aus Pyruvat gebildet wird, ist unwahrschein-
lich, weil E. coli ein PEP-Synthetase-System besitzt, welches mit
Pyruvat-Kinase nicht identisch ist. — Vgl. R. A. Cooper u. H.
L. Kornberg, Biochim. biophysica Acta [04, 618 (1965).
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Tabelle 2. EinfluB der Erndhrung auf die Isocitrat-Lyase-Aktivitiat im
Wildstamm E. coli und der Mutante BmR bei 30 °C.

Spezifische Aktivitat von Isocitrat-Lyase
Néhrsubstrat [wMol/Std.-mg Protein] in

E, coli I BmR
Glucose 0,3 10
Lactat 0,5 20
Malat 0,8 27
Succinat 1,0 34
Acetat 15 50

bild kann jedoch nicht auf eine Riickbildung der Fahig-
keit, Phosphoenolpyruvat-Carboxylase zu synthetisieren,
zuriickgefiihrt werden. Vielmehr ist eine zweite Muta-
tion an einem Gen eingetreten, das die Synthese der Iso-
citrat-Lyase steuert (Tabelle 2). Entsprechendes ist von
der Mutante E. coli K 12 berichtet worden [43].

Wie Tabelle 2 zeigt, ist die differentielle Bildungsgeschwindig-
keit von Isocitrat-Lyase in der Mutante BmR wihrend des
Wachstums auf Glucose iiber 30-mal so groB wie im Wild-
stamm von E. coli. Trotz der Gegenwart von Substanzen, die
die Lyase-Bildung im Wildstamm und in der Mutante Bm
stark hemmen, kann die Mutante BmR C4-Sduren auf dem
Umweg iiber den Glyoxylat-Cyclus synthetisieren. Bemerkens-
wert ist dabei, daBl die von BmR-Zellen aus verschiedenen
Nihrmedien gewonnenen Extrakte eine ganz ihnliche Ab-
hingigkeit der Isocitrat-Lyase-Aktivitit von der mittleren,
auf diesem Nihrsubstrat beobachteten Verdoppelungszeit
ergeben wie die Zellen des Wildstammes (vgl. Abb. 6). Das
wiirde heiBen, daB BmR der Hemmung durch ein Stoffwech-
selprodukt entkommen ist, aber noch der Hemmung eines
anderen unterliegt [44].

7. ,,Feinregelung* des Glyoxylat-Cyclus

Durch Anderung der differentiellen Bildungsgeschwin-
digkeit der Isocitrat-Lyase wird zwar eine Regelung des
Glyoxylat-Cyclus erreicht, doch nur eine relativ grobe.
Untersuchungen an E. coli B und der Mutante Bm legen
nahe, daB3 durch Anderung der intracelluliren Phospho-
enolpyruvat-Spiegel eine zusitzliche Feinregelung her-
beigefiihrt werden kann, weil Phosphoenolpyruvat auch
die Aktivitidt der Isocitrat-Lyase kriftig zu hemmen ver-
mag [9]. Pyruvat-Zusatz zu Kulturen von E. coli B in
einem Acetat-Medium oder von Bmr in einem aus Acetat
+ Glutamat oder Aspartat bestehenden Medium ver-
minderte die Wachstumsgeschwindigkeit nicht. Wurde
jedoch Bm ohne diese Aminosduren in einem Acetat-
Medium gezogen, so beendete der Pyruvat-Zusatz das
Wachstum sofort. Erst nachdem alles Pyruvat verbraucht
war, wuchs die Kultur weiter (Abb. 12).

Man sieht, daB Pyruvat oder ein Produkt seines Stoff-
wechsels die Bildung von Cy4-Verbindungen aus Acetat
blockiert. Da in der Mutante Bm eine andere Synthese
solcher Verbindungen, z.B. durch Carboxylierung von
Phosphoenolpyruvat, nicht moglich ist, hort das Wachs-
tum auf. (Gleichzeitig ist die Unfdhigkeit von Pyruvat,

[43] E. Vanderwinkel, P. Liard, F. Ramos u. J. M. Wiame, Bio-
chem. biophysic. Res. Commun. 12, 157 (1963).

[44] Diese Beobachtungen entsprechen der Feststellung, daB
Mutanten, denen das i-Gen fiir 3-Galaktosidase fehlt, dennoch
einer katabolischen Hemmung unterliegen; vgl. J. Mandelstam,
Biochem. J. 82, 489 (1962); W. F. Loomis u. B. Magasanik, ).
molecular Biol. 8, 417 (1964).

[45] G. H. Dixor u. H. L. Kornberg, Biochem. J. 72, 3P (1959).

608

06{ o~
o
s
0 .
s
v l o ’Araéu—o/./
! s

N
AN
\O

2

o—r

/"/
Ll
Pyr (mM]——=

0 70;/ \‘\ :
AN
U Ug r 1 1 t ! T 1 ‘i
1 3 A 5 6
[au737] t——

Abb. 12, EinfluB} des Pyruvat-Zusatzes auf das Wachstum von E. coli B

und Bm bei 30 °C. (A): Stamm B in 50 mM Acetat. (@): Mutante Bm

in 50 mM Acetat. (O)): Mutante Bm in 50 mM Acetat - 5 mM Gluta-

mat. Natriumpyruvat wurde an den durch Pfeile markierten Stellen

zugegeben. X stellt die zu Kurve @ gehorende Abnahme der Pyruvat-

Konzentration (in mM) (rechte Ordinate) von diesem Punkt aus dar.
= Zelldichte [mg Trockengewicht/ml}; t = Zeit [Std.].

das Wachstum der in Acetat + Glutamat oder Aspartat
geziichteten Mutante zu blockieren, ein Beweis, daB die
Zellen aus diesen Aminoséiduren tatsichlich C4-Dicarbon-
sduren herstellen, vgl. Abb. 10 und 11). Da Bm trotz des
Wachstumsstillstands Pyruvat verbraucht und ge-
waschene Suspensionen der auf Acetat geziichteten Mu-
tante Pyruvat zu oxydieren vermogen, kann die Hem-
mung durch Pyruvat nicht an irgendeiner Teilreaktion
des Citronensidure-Cyclus ansetzen, vielmehr wirkt sie
wohl auf ein Schliisselenzym des Glyoxylat-Cyclus. Die
folgenden Beobachtungen wiesen auf die Wirkungsweise
des hemmenden Stoffes hin. Weder 0,1 mM noch 1 mM
Pyruvat hemmte merklich die Aktivitit von Isocitrat-
Lyase in zellfreien Extrakten der auf Acetat geziichteten
Mutante Bm. Phosphoenolpyruvat dagegen hemmte die
Wirkung dieses Enzyms sehr kriftig; in einer Konzen-
tration von 1.1074 M verminderte es die Glyoxylat-Bil-
dung durch Spaltung von Isocitrat (2 mM) auf 589, in
11073 M Konzentration auf 119, des ohne Pyruvat ge-
messenen Wertes. Die quantitative spektrophotometri-
sche Untersuchung [45] zeigte, daB weder Malat- noch
Citrat-Synthetase von 0,1 mM Phosphoenolpyruvat in-
hibiert wurden, aber daB Tsocitrat-Lyase einer nicht kon-
kurrierenden Hemmung unterlag (mit K; = 1,3-1074 M).
Andere Zwischenstufen des Embden-Meyerhof-We-
ges, wie 2-Phosphoglycerat, 3-Phosphoglycerat sowie
Hexosemono- und -diphosphate wirkten in Konzen-
trationen von 1 mM nicht inhibierend. Ahnliche Ergeb-
nisse wurden an den Extrakten aus E. coli W, Chlorella
vulgaris, Stamm Brannon Nr. 1 und Achromobacter d—
15 gewonnen.

Schluibemerkungen

Der Weg der Nahrungsstoffe, deren freigesetzte Energie
zur Biosynthese dient, kann nur beschricben werden,
wenn man annimmt, daB in den Zellen spezielle meta-
bolische Bahnen vorhanden sind, die ausschlieBlich den
Citronensdure-Cyclus und andere amphibolische Vor-
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Tabelle 3. Katabolische und anaplerotische Sequenzen in E. coli.

Kohlenstoffquelle Katabolische Bahn ‘ Anaplerotische Sequenz

‘ Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase

Glucose, Glycerin Citronensiure-
oder C3-Verbindungen | Cyclus

Acetat Citronensdure-~ Glyoxylat-Cyclus
Cyclus
Glykolat Dicarbonsdure- Glycerat-Bahn

Cyclus |

ginge aufrechterhalten. Diese Annahmen wurden in der
vorliegenden Arbeit bewiesen. Die Hilfsmechanismen
(,,anaplerotische Sequenzen‘‘) verfiigen iiber eigene bio-
logische Spezies als Schliisselenzyme, selbst dann, wenn
in der Zelle andere Enzyme vorkommen, die dhnliche
oder sogar die gleichen Umsetzungen herbeifiihren. Ana-
plerotische Enzyme sind fiir das Zellwachstum auf der
Basis von C3- und C,-Verbindungen nétig (Tabelle 3).

Man wei3 noch wenig liber die Faktoren, welche die
anaplerotischen Sequenzen steuern. Beim Glyoxylat-

Cyclus wirken diese Faktoren auf mindestens zwei
Ebenen:

Uber eine ., Feinregelung®, die durch die Hemmung der
Aktivitdt eines Schrittmacherenzyms zustande kommt,
und eine ,,Grobregelung, die auf der Hemmung der
Synthese dieses Enzyms beruht. Die Daten weisen ferner
daraufhin, daB beide Arten der Regelung auf der An-
derung des intracelluliren Phosphoenolpyruvat-Gehalts
beruhen. Da Phosphoenolpyruvat eine Zwischenstufe
bei der Bildung zahlreicher Zellkomponenten (wie aro-
matischer Aminosduren, Pentoseeinheiten von Nuclein-
sduren und anderer Kohlenhydrate) aus Acetat ist, an-
dererseits das Hauptprodukt des Glyoxylat-Cyclus dar-
stellt, ist diese Regelung ein weiteres Beispiel eines Riick-
kopplungsmechanismus [29], der es den Mikroorganis-
men ermdglicht, sich Umweltseinfliissen empfindlich
und wirksam anzupassen.

Eingegangen am 24. November 1964 [A 447]
Ubersetzt von Dr. H. F. Ebel, Heidelberg

Neuere Methoden der pridparativen organischen Chemie IV [¥]

Neue Reaktionen von Phosphinalkylenen und ihre priaparativen

Moglichkeiten

I. Der Saure-Base-Charakter von Phosphoniumsalzen und Phosphinalkylenen [*%*]

VON PROF. DR. H. J. BESTMANN

INSTITUT FUR ORGANISCHE CHEMIE DER UNIVERSITAT ERLANGEN-NURNBERG

Phosphoniumsalze konnen als Bronstedsche Sduren, Phosphinalkylene als korrespondie-
rende Basen aufgefafst werden. Zwischen beiden stellt sich ein Gleichgewicht ein. Diese
wUmylidierung'* ermoglicht die Darstellung von Phosphoniumsalzen und Phosphinalky-
lenen. — Aufserdem werden andere Methoden zur Gewinnung von Vertretern der beiden

Stoffklassen angegeben.
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