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ABKÜRZUNGEN 

CGSC C o l i Genetic Stock Center 

DHPR Dihydrodipicolinsäurereduktase 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

EDTA Äthylendiaminotetraessigsäure 

IRS Isoleucyl-tRNA-Synthesetase 

mRNA messenger Ribonucleinsäure 

A 
X 

o p t i s c h e Dichte b e i x nm Wellenlänge 

PEG Polyäthylenglycol 

ppGpp Guanosin 5'diphosphat 3'diphosphat 

pppGpp Guanosin 5 1 t r i p h o s p h a t 3'diphosphat 

PPO Diphenyloxazol 

p s i pounds pro i n c h 2 

r - ribosomal -

RNAP DNA abhängige RNA Polymerase 

SDS Nat r i u m d o d e c y l s u l f a t 

S20 ribosomales P r o t e i n S20 

S30 Uberstand e i n e r 30.000 g Z e n t r i f u g a t i o n 

S100 Uberstand e i n e r 100.000 g Z e n t r i f u g a t i o n 

TCA Trichloressigsäure 

T r i s Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

tRNA T r a n s f e r Ribonucleinsäure 

Zur Bezeichnung von ribosomalen Proteinen wurde d i e von W i t t 

mann e t a l . [1] vorgeschlagene Nomenklatur verwendet (S: Pro 

t e i n i n der k l e i n e n , L: P r o t e i n der großen U n t e r e i n h e i t ) . 
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1. EINLEITUNG 

In e i n e r s c h n e l l wachsenden B a k t e r i e n z e l l e werden etwa 80 % des 

benötigen K o h l e n s t o f f s und der Energie für d i e P r o t e i n b i o s y n ­

these verbraucht. Nachdem zumindest für m i t t l e r e und hohe Wachs­

tumsraten (n) d i e Zahl der Ribosomen p r o p o r t i o n a l zu u i s t [2], 

wurde 1969 von Maal0e [3] g e f o r d e r t , daß d i e vorhandenen Ribo­

somen s t e t s mit maximaler Kapazität a r b e i t e n ; es i s t deswegen 

möglich, daß d i e Wachstumsrate e i n e r B a k t e r i e n z e l l e über d i e Syn­

t h e s e r a t e der Ribosomen bestimmt wird. Der R e g u l a t i o n des Pro­

t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s kommt damit w a h r s c h e i n l i c h e i n e z e n t r a l e 

Bedeutung für d i e Regulation des Bakterienwachstums zu. 

Der Proteinsyntheseapparat s e l b s t i s t komplex aufgebaut; nach 

e i n e r D e f i n i t i o n von Maaltfe [4] besteht a l l e i n s e i n "core" aus 

folgenden B e s t a n d t e i l e n : den Ribosomen, tRNA, DNA-abhängiger RNA 

Polymerase, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sowie a l l e n Faktoren, d i e 

für I n i t i a t i o n , E l o n g a t i o n , Termination und P r o c e s s i n g der Trans­

k r i p t i o n s - und T r a n s l a t i o n s p r o d u k t e nötig s i n d , einschließlich 

der P r o t e i n e , d i e im Metabolismus von ppGpp eine R o l l e s p i e l e n . 

Da d i e e i n z e l n e n B e s t a n d t e i l e des P r o t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s i n 

einem gewissen stöchiometrischen Verhältnis zueinander v o r l i e g e n 

müssen, um d i e durch d i e äußeren Bedingungen (z.B. Zusammenset­

zung des Mediums) gegebene p o t e n t i e l l e P r o t e i n b i o s y n t h e s e k a p a z i ­

tät v o l l auszunützen, i s t zu erwarten, daß d i e Synthese d i e s e r 

B e s t a n d t e i l e e i n e r komplexen Regulation u n t e r l i e g t . 

Dies i s t a l l e i n schon deshalb zu f o r d e r n , w e i l k e i n Zusammenhang 

beste h t zwischen der Zahl der entsprechenden Gene pro Genom und 



dem zahlenmäßigen A n t e i l der j e w e i l i g e n Genprodukte im P r o t e i n ­

biosyntheseapparat : 

J e w e i l s nur e i n e Genkopie e x i s t i e r t für d i e v e r s c h i e d e n e n tRNA-

Spezies, d i e e i n z e l n e n Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, d i e U n t e r e i n ­

h e i t e n der RNAP, d i e r - P r o t e i n e und d i e ribosomalen Faktoren 

(mit Ausnahme von EFTu, für den zwei Genkopien e x i s t i e r e n [ 5 ] ) . 

Für rRNA wurde dagegen d i e E x i s t e n z von sieben Genkopien nach­

gewiesen [6, 7] . 

Ins Ribosom eingebaut werden j e w e i l s eine Kopie der 5S, 16S und 

23S rRNA sowie j e w e i l s e i n Molekül a l l e r r - P r o t e i n e (mit Aus­

nahme von L7/12, von denen v i e r P r o t e i n e eingebaut werden [ 8 ] ) . 

Das stöchiometrische Verhältnis von EFTs und EFG zu Ribosomen i s t 

b e i verschiedenen Wachstumsraten g l e i c h 1:1 [ 9 ] , während d i e s e s 

Verhältnis für EFTu zwischen 8 b i s 14 schwanken kann [10], und 

damit im g l e i c h e n B e r e i c h wie das für tRNA l i e g t [113. Nach 

Messungen von Neidhardt e t a l . [12] wird für v e r s c h i e d e n e Wachs­

tumsraten e i n konstantes Verhältnis von etwa 1:100:100 für d i e 

r e l a t i v e n Mengen an Aminoacyl-tRNA-Synthetasen:tRNA:EFTu auf­

r e c h t e r h a l t e n . Die Reg u l a t i o n von RNAP i s t nach Blumenthal und 

Dennis [13] sehr komplex, b e i "normalen Wachstumsbedingungen" 

wird e i n Verhältnis von 5:1 für Ribosomen zu RNAP e i n g e s t e l l t . 

Für e i n z e l n e Komponenten des P r o t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s wurden 

b i s h e r zwei übergreifende Regulationsphänomene b e s c h r i e b e n : 

1) "metabolic c o n t r o l " - Diese A r t der R e g u l a t i o n i s t dadurch 

d e f i n i e r t , daß der r e l a t i v e Gehalt eines u n t e r m e t a b o l i s c h e r 



K o n t r o l l e stehenden Moleküls l i n e a r abhängig i s t von der 

Wachstumsrate \x [14]. Auf Grund der oben angeführten Daten 

stehen a l l e Komponenten des P r o t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s unter 

d i e s e r K o n t r o l l e , jedoch zu einem u n t e r s c h i e d l i c h e n Ausmaß. 

2) " s t r i n g e n t c o n t r o l " - D i e s e r A r t der Regulation i s t dadurch 

gekennzeichnet, daß b e i Entzug e i n e r Aminosäure d i e RNA-

Synthese s o f o r t i n h i b i e r t wird [15]; der Ausdruck " s t r i n g e n t " 

K o n t r o l l e wurde 1961 geprägt [16]. Folgende Komponenten des 

Pro t e i n s y n t h e s e a p p a r a t s u n t e r l i e g e n diesem Regulationsmecha­

nismus: s t a b i l e RNA, und damit a l s o rRNA und tRNA [17]; r -

P r o t e i n e [18]; EFTu, EFG und EFTs [19, 20, 21]. Für d i e Amino­

acyl-tRNA-Synthetasen wurde b i s h e r eine schwache (wenn über­

haupt vorhandene) " s t r i n g e n t " K o n t r o l l e nachgewiesen [20, 21]; 

d i e e i n z e l n e n U n t e r e i n h e i t e n der RNAP scheinen dagegen v e r ­

schiedenen R e g u l a t i o n s a r t e n zu unterstehen [20, 21]. 

Uber welchen Mechanismus metabolische K o n t r o l l e i n der Z e l l e ab­

läuft, i s t b i s h e r n i c h t bekannt. Für d i e " s t r i n g e n t " K o n t r o l l e 

wurde 1969 nachgewiesen [22], daß d i e Synthese von pppGpp und 

ppGpp i h r z e i t l i c h vorausgeht. Gute Hinweise, daß d i e s e unüb­

l i c h e n N u c l e o t i d e an der " s t r i n g e n t " K o n t r o l l e maßgeblich be­

t e i l i g t s i n d , stammen aus i n v i t r o A r b e i t e n [23, 24]. Danach kann 

am 70S Ribosom b e i Vorhandensein von mRNA und tRNA ppGpp be­

ziehungsweise pppGpp aus ATP und GDP beziehungsweise GTP g e b i l d e t 

werden, wenn unbeladene, jedoch c o d o n s p e z i f i s c h e tRNA i n der A -

s i t e des Ribosoms gebunden i s t . Auch i n diesem F a l l i s t jedoch 

n i c h t s über den Mechanismus der ppGpp Wirkung bekannt. D i s k u t i e r t 



werden i n diesem Zusammenhang vor al l e m zwei Hypothesen, wo­

nach einmal ppGpp eine Angleichung von verschiedenen konforma-

t i v e n Zuständen der RNAP bewirken s o l l [25, 26] oder zum anderen 

über e i n ppGpp Rezeptormolekül verschiedene Wechselwirkungen 

zwischen DNA und RNAP Zustandekommen s o l l e n [27]. E i n d e f i n i t i v e r 

Nachweis, daß ppGpp der e i g e n t l i c h e E f f e k t o r für d i e " s t r i n g e n t " 

K o n t r o l l e i s t , s t e h t b i s heute noch aus. 

Sehr v i e l e der b i s h e r gemachten Aussagen wurden auf Grund von 

Erg e b n i s s e n aus i n v i v o Versuchen gemacht. Da dabei d i e Regula­

t i o n von Zellkomponenten untersucht w i r d , d i e für das Wachstum 

der Z e l l e n u n e n t b e h r l i c h s i n d , s i n d s olche Versuche a p r i o r i 

l i m i t i e r t . 

D ie folgenden Versuchsanstellungen wurden verwendet, um das kom­

p l e x e Netzwerk von i n e i n a n d e r g r e i f e n d e n Regulationsmechanismen 

i n v i v o zu a n a l y s i e r e n : 

- Man kann das Wachstum und d i e Reg u l a t i o n der Synthese (vor 

alle m des zellulären A n t e i l s ) des Pr o t e i n s y n t h e s e a p p a r a t s unter 

"steady S t a t e " Bedingungen, zum B e i s p i e l durch K u l t u r auf v e r ­

schiedenen C-Quellen untersuchen. 

- E i n e w e i t e r e Möglichkeit b e s t e h t d a r i n , d i e Wachstumsbedin­

gungen i n sogenannten " s h i f t " Experimenten plötzlich zu v e r ­

ändern und d i e Anpassung an einen neuen G l e i c h g e w i c h t s z u s t a n d 

zu s t u d i e r e n . Häufig verwendete Versuchsansätze bestehen i n dem 

Entzug e i n e r e s s e n t i e l l e n Aminosäure oder i n der Uberführung 

i n e i n Medium, das rascheres ( s h i f t - u p ) oder langsameres 



(shift-down) Wachstum e r l a u b t . 

- A l s außerordentlich nützlich für R e g u l a t i o n s s t u d i e n haben 

s i c h auch k o n d i t i o n a l e Mutanten erwiesen, i n denen d i e Syn­

these, oder auch d i e Regulation der Synthese,einer Komponente 

des Pr o t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s unter r e s t r i k t i v e n Bedingungen 

- meist Wachstum b e i n i e d r i g e r oder hoher Temperatur - ge­

stört i s t . 

- A n t i b i o t i k a oder Aminosäurenanaloga können e i n g e s e t z t werden, 

um e i n z e l n e R e a k t i o n s s c h r i t t e der P r o t e i n b i o s y n t h e s e s p e z i f i s c h 

zu hemmen,und um d i e Auswirkung d i e s e s E i n g r i f f s auf d i e Syn­

these des Gesamtsystems zu a n a l y s i e r e n . 

- E i n e l e t z t e Möglichkeit schließlich s t e l l t d i e Untersuchung 

von Z e l l e n dar, b e i denen d i e Kopie z a h l e i n z e l n e r Gene^oder von 

Gruppen von Genen,durch d i e Einführung von F'-Episomen oder von 

multi-copy Plasmiden vergrößert wi r d . 

A l l e b i s h e r genannten Versuchsansätze haben d i e grundlegende 

S c h w i e r i g k e i t , daß über d i e I n t e r a k t i o n von verschiedenen Regu­

lationsmechanismen sehr häufig p l e i o t r o p e E f f e k t e beobachtet wer­

den. Eine Möglichkeit, d i e s e komplexe S i t u a t i o n zu umgehen, b i e ­

t e n i n v i t r o Versuche. Mit einem solchen Ansatz i s t es möglich, 

d i e R e gulation der Expression von d e f i n i e r t e n Genombereichen, 

s p e z i e l l von e i n z e l n e n Genen, zu untersuchen. 

In der vorl i e g e n d e n A r b e i t s o l l t e d i e Regulation der Synthese von 

zwei Komponenten des P r o t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s i n v i t r o u n t e r -



sucht werden. Diese zwei Komponenten, d i e Isoleucyl-tRNA-Syn-

thetase und das ribosomale P r o t e i n S20, gehören u n t e r s c h i e d ­

l i c h e n Klassen von B e s t a n d t e i l e n des P r o t e i n b i o s y n t h e s e a p p a r a t s 

an. Da d i e Strukturgene für d i e s e beiden P r o t e i n e eng benachbart 

auf dem E. c o l i Chromosom l i e g e n [28], und da i n früheren Ar­

b e i t e n i n diesem Labor A Phagen i s o l i e r t wurden, d i e beide Gene 

z u g l e i c h s p e z i f i s c h t r a n s d u z i e r e n [29], war d i e Möglichkeit ge­

geben, d i e Regulation der Synthese b e i d e r P r o t e i n e i n einem ge­

meinsamen Ansatz zu untersuchen. 

Da zu Beginn d i e s e r A r b e i t b e r e i t s bekannt war, daß der Pool an 

f r e i e n r - P r o t e i n e n i n der Z e l l e sehr k l e i n i s t [30 - 32] und 

G e n d o s i s e f f e k t e für r - P r o t e i n e (mit wenigen Ausnahmen) [33, 34] 

n i c h t beobachtbar s i n d [33], s o l l t e d i e R e g u l a t i o n sowohl auf 

der T r a n s k r i p t i o n s - a l s auch der T r a n s l a t i o n s e b e n e u n t e r s u c h t 

werden. 

Das h i e r verwendete i n v i t r o System e n t s p r i c h t im w e s e n t l i c h e n 

dem von Zubay 1973 beschriebenen Ansatz [35]. Es wurde vor allem 

aus zwei Gründen gewählt: 

1) Es b e s i t z t d i e höchste Aktivität von a l l e n b i s h e r b e s c h r i e b e ­

nen i n v i t r o Proteinsynthesesystemen. 

2) Es e n t s p r i c h t den i n v i v o Verhältnissen am besten, da der h i e r 

verwendete E. c o l i Z e l l e x t r a k t n i c h t wie i n anderen Systemen 

t e i l w e i s e [36] oder vollständig [37] f r a k t i o n i e r t wird, s e i n e 

r e l a t i v e Zusammensetzung demnach der i n der Z e l l e vorhandenen 

nahekommt. 



2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Verwendete Bakterienstämme und Phagen 

Die i n d i e s e r A r b e i t verwendeten Bakterienstämme und Phagen s i n d 

i n T a b e l l e 1 zusammengestellt. Wenn n i c h t anders vermerkt, wurde 

im i n v i t r o System S30 Ex t r a k t aus E. c o l i KL19 und DNA aus 

AddapB248 verwendet. 

Tabelle 1: Verwendete E. coli Stämme und Phagen 

Stamm 
bzw. Itoge 

Genotyp Herkunft 
bzw. Referenz 

KL19 prototroph A + [38] 
A19 met, rna Laborstamm 
CP78 thi-1, thr-1, leu-6, his-65, arg-46, gal-3, [39] 

xyl-7, malA1, mtl-2, ara-13, tonA2?, supE44?, A R 

CP79 wie CP78, zusätzlich rel-2 [39] 
NF161 metB1, argA52, spoT1, A R ? , A " [40] 
NF162 metB1, argA52, relA1, spoT1, A R ? , A ~ CGSC 
64-2 alaS3, pheA, pyr, rel-1, A + , tonA22, T 2

R, s u p O O Q [41] 
64-2 dap wie 64-2 jedoch zusätzlich dapB17 [29] 
64-2 car wie 64-2 jedoch zusätzlich pyrA53 [29] 

A "WT" CI857 S7 [29] 
AddapB119 CI857 S7 spezifisch transduzierend rpsT, ileS, 

dapB, pyrA 
[29] 

AddapB248 CI857 S7 spezifisch transduzierend rpsT, ileS, 
dapB, pyrA 

[29] 

AddapB254 CI857 S7 spezifisch transduzierend rpsT, ileS, 
dapB, pyrA 

[29] 

A ddapB257 CI857 S7 spezifisch transduzierend dapB [29] 
AddapB265 CI857 S7 spezifisch transduzierend dapB,pyrA [29] 



2.2. Anzuchtbedingungen für B a k t e r i e n und Vermehrung der A. 

Phagen 

Für d i e Präparation von S30 Extrakten für das i n v i t r o System 

wurden d i e j e w e i l i g e n Stämme b e i sehr g u t e r Belüftung i n 1 1 

Erlenmeyerkolben gezogen, d i e j e 250 ml e i n e s Mediums folgender 

Zusammensetzung e n t h i e l t e n : KH 2P0 4 5,6 g/1; K oHP0 4 29,0 g/1; 

Hefeextrakt 10,0 g/1; V i t a m i n B 1 15 mg/1; Glucose 10,0 g/1. 

Das Wachstum e r f o l g t e im Brutraum b e i 34°C und wurde i n der ex-

p o n e n t i e l l e n Phase (A^ 4g = 0,8) durch r a s c h e s Abkühlen abge­

brochen. Die g l e i c h e n Bedingungen wurden für d i e Präparation von 

n i c h t r a d i o a k t i v markiertem Trägermaterial (70S Ribosomen und 

S100) verwendet. 
1 4 

Für d i e Präparation von C markiertem S100 E x t r a k t beziehungs­

weise von 70S Ribosomen wurde A19 i n Minimalmedium (Na 2HP0 4 

8,9 g/1; KH 2P0 4 13,6 g/1; C a C l 2 0,014 g/1; MgS0 4 0,25 g/1; 

( N H 4 ) 2 S 0 4 2,0 g/1) ,das 4 g Glucose und 40 mg L-Methionin/1 ent­

h i e l t , b i s zu e i n e r von 0,4 b e i 37°C angezogen. Anschließend 

1 4 

wurde 0,2 ixCi C-L L y s i n / m l zugegeben und b i s zu e i n e r 1,2 

w e i t e r i n k u b i e r t . 

Zur Analyse von G a n z z e l l e x t r a k t e n auf dem zweidimensionalen G e l ­

system nach O ' F a r r e l l wurden d i e von B l o c h e t a l . [42] b e s c h r i e ­

benen Anzucht- und Markierungsbedingungen verwendet. 

Zur H i t z e i n d u k t i o n von X Phagen wurden d i e entsprechenden W i r t s ­

stämme b e i 30°C u n t e r s t a r k e r Belüftung i n einem Gyrotory Wasser­

badschüttler G 76 i n 1 1 Erlenmeyerkolben, d i e j e 200 ml LB Me­

dium (10 g Trypton/1; 5 g Hefeextrakt/1; 5 g NaCl/1) e n t h i e l t e n , 

angezogen. Bei e i n e r A,- 4 6 von 0,7 wurden d i e Kolben für 30 min 



b e i 42°C, und anschließend 150 min b e i 37°C weitergeschüttelt. 

2.3. Präparationen von Z e l l e x t r a k t e n 

Die Präparation von S30 E x t r a k t e n wurde wie i n der Referenz [35] 

b e s c h r i e b e n durchgeführt, jedoch mit fo l g e n d e n M o d i f i k a t i o n e n : 

a) der Aufschluß der Z e l l e n e r f o l g t e über zweimalige Passage 

durch e i n e French Press Z e l l e b e i 2600 p s i ; 

b) d i e anschließende D i a l y s e wurde nur 4 h l a n g durchgeführt. 

Der S30 E x t r a k t wurde i n k l e i n e n Mengen p o r t i o n i e r t , i n flüssigem 

S t i c k s t o f f e i n g e f r o r e n und b e i -70°C aufbewahrt. 

Zur Präparation von S100 E x t r a k t wurde der S30 E x t r a k t nach der 

D i a l y s e 2 h b e i 100 000 g z e n t r i f u g i e r t , d i e oberen d r e i V i e r t e l 

des Überstandes abgezogen, p o r t i o n i e r t und i n g l e i c h e r Weise e i n ­

g e f r o r e n und g e l a g e r t . 

Für d i e Präparation von 70S Ribosomen wurde d i e bräunliche Deck­

s c h i c h t des N i e d e r s c h l a g s der 100 %000 g Z e n t r i f u g a t i o n e n t f e r n t 

und der v e r b l e i b e n d e N i e d e r s c h l a g i n 0,5 Volumen (des S30 E x t r a k t 

Volumens) S30 D i a l y s e p u f f e r b e i 4°C s u s p e n d i e r t . Anschließend 

wurde erneut 2 h b e i 100 000 g z e n t r i f u g i e r t und der N i e d e r s c h l a g 

i n 0,1 Volumen (des S30 E x t r a k t Volumens) S30 D i a l y s e p u f f e r sus­

p e n d i e r t . E i n g e f r o r e n und aufbewahrt wurde d i e s e Ribosomenpräpa-

r a t i o n i n g l e i c h e r Weise wie der S30 E x t r a k t . 



1 4 

Zur Präparation von unmarkiertem und C markiertem S100 E x t r a k t 

beziehungsweise 70S Ribosomen wurden d i e Z e l l e n i n 0,1 Volumen 

(des Anzuchtvolumens) P u f f e r A (10 mM T r i s - C l pH 7.5; 10 mM Mg 

A c e t a t ; 6 mM ß-Mercaptoäthanol; 100 mM NH^Cl) gewaschen, und an­

schließend i n 0,01 Volumen (des Anzuchtvolumens) P u f f e r A sus­

p e n d i e r t , der 5 jig DNase (R e i n h e i t s g r a d II)/ml e n t h i e l t . Nach 

zweimaliger Passage durch d i e French Press Z e l l e b e i 8000 p s i 

wurde das Z e l l d e b r i s durch eine 30-minütige Z e n t r i f u g a t i o n b e i 

30 000 g e n t f e r n t und der Uberstand e i n e r 2-stündigen Z e n t r i f u -

g a t i o n b e i 100 000 g unterworfen. Der überstand d i e s e r Z e n t r i f u -

g a t i o n (S100 E x t r a k t ) wurde b e i -70°C e i n g e f r o r e n , der Nieder­

s c h l a g (70S Ribosomen) i n 0,001 Volumen (des Anzuchtvolumens) 

P u f f e r A b e i 4°C s u s p e n d i e r t und e b e n f a l l s b e i -70°C e i n g e f r o r e n . 

2.4. Präparation von Nucleinsäuren 

2 i4 i1 i_Prä2aration_ >von X DNA 

Nach H i t z e i n d u k t i o n der lysogenen Stämme wurden d i e Z e l l e n ge­

e r n t e t und pro 1 Anzuchtmedium i n 25 ml L y s e p u f f e r (10 mM T r i s -

C l pH 7.5; 100 mM K C l ; 0,1 mM EDTA) s u s p e n d i e r t . Nach zweifachem 

E i n f r i e r e n (-20°C) und Auftauen wurde das Lysat auf 10 mM MgCl 2 

gebracht, 5 ng DNase/ml zugegeben und 15 min b e i 37°C i n k u b i e r t . 

Z e l l d e b r i s wurde durch zweimalige Z e n t r i f u g a t i o n (10 min b e i 

20 000 g) e n t f e r n t und das Lysat auf C s C l B l o c k g r a d i e n t e n i n 



N i t r o z e l l u l o s e b e c h e r n für Beckman SW 27 Rotoren a u f g e l a g e r t . 

Der B l o c k g r a d i e n t bestand aus j e 2 ml e i n e r C s C l Lösung i n Lyse-

p u f f e r der s p e z i f i s c h e n Dichte 1,7; 1,5 und 1,3. Nach 2-stün-

d i g e r Z e n t r i f u g a t i o n b e i 24000 rpm wurden d i e k o n z e n t r i e r t e n 

Phagen m i t t e l s S p r i t z e und Kanüle abgesaugt und anschließend 

mindestens zweimal e i n e r G l e i c h g e w i c h t s z e n t r i f u g a t i o n (je 18 h 

im SW 56 Rotor) i n CsCl der s p e z i f i s c h e n Dichte 1,5 unterworfen. 

DNA wurde aus den g e r e i n i g t e n Phagen entweder durch mehrfache 

P h e n o l e x t r a k t i o n oder durch SDS E x t r a k t i o n i s o l i e r t . Zur SDS Ex­

t r a k t i o n wurde d i e Phagensuspension auf 0,5 % SDS gebracht, 5 

min b e i 65°C i n k u b i e r t und anschließend auf 0,4 M KCl e i n g e s t e l l t . 

Nach 20-minütiger Z e n t r i f u g a t i o n b e i 18 000 g wurde der DNA über­

stand abgesaugt und ebenso wie P h e n o l e x t r a h i e r t e DNA, s t e r i l 12 h 

gegen 10 mM T r i s - A z e t a t pH 8.2 d i a l y s i e r t . Die Aufbewahrung e r ­

f o l g t e s t e r i l über einem Tropfen Chloroform. 

2^i^2 i_Präparation_von_pLC_29-3_Pl 

Diese Präparation wurde,genau wie i n Referenz [43] beschrieben/ 

durchgeführt. 

Zur Präparation von n i c h t r a d i o a k t i v m a r k i e r t e r rRNA wurden 70S 

Ribosomen ,wie i n 2.3.2. b e s c h r i e b e n , i s o l i e r t und daraus,wie i n 

Referenz [44] angegeben,die rRNA e x t r a h i e r t . 

Die g l e i c h e E x t r a k t i o n s - und Auftrennmethode wurde zur I s o l i e -



rung von P m a r k i e r t e r rRNA verwendet, jedoch wurde h i e r E. 

c o l i A19 i n MOPS Medium [45] angezogen, das e i n Zehn t e l der 
32 3-

normalen K 2HP0 4 K o n z e n t r a t i o n und 1 nCi PO^ pro ml Medium 

sowie 40 ng L-Methionin pro ml e n t h i e l t . 

2.5. B e r e i t u n g des Reaktionsmixes für das i n v i t r o System 

Wie aus T a b e l l e 2 (siehe 3.1.) e r s i c h t l i c h i s t , wurde das Reak­

tionsgemisch für das i n v i t r o System fünffach k o n z e n t r i e r t be­

r e i t e t . Die e i n z e l n e n Komponenten des Gemisches wurden b e i -20°C 

aufbewahrt und waren mit Ausnahme von Phosphoenolpyruvat und 

PEG 6000, d i e a l s Festsubstanzen zugegeben wurden, und dem Amino­

säurengemisch, das a l s Suspension v o r l a g , f i l t e r s t e r i l i s i e r t . 

Im folgenden i s t angegeben d i e Reihenfolge der Zugabe der Kompo­

nenten zum Reaktionsmix und d i e j e w e i l i g e Endkonzentration im i n 

v i t r o System: T r i s - A c e t a t pH 8.2 40 mM; K-ACetat 55 mM, D i t h i o -

t h r e i t o l 1,4 mM; Ammoniumacetat 27 mM; Magnesiumacetat 15 mM; 

Gemisch aus 19 L-Aminosäuren (ohne L-Methionin bzw. L-Lysin) je 

0,25 mM; fehlende Aminosäure 0,025 mM; E. c o l i tRNA 50 ug/ml; 

Folsäure, FAD, NADP, P y r i d o x i n j e 27 ng/ml; p-Aminobenzoesäure 

11 ng/ml; CTP, UTP, GTP j e 0,6 mM; ATP 2,2 mM; Phosphoenolpyru­

vat • Na^ 21 mM; C a C l 2 7 mM; PEG 6000 16 mg/ml. Diese Komponen­

ten wurden b e i 0°C nacheinander zugegeben und j e w e i l s vermischt, 

wobei nach Zugabe von Phosphoenolpyruvat etwa 10 min b i s zum 

vollständigen Lösen d i e s e r Substanz gewartet wurde. PEG 6000 be­

nötigte etwa 45 b i s 60 min zum vollständigen Lösen. Die weitere 

Verwendung des Reaktionsmixes im i n v i t r o System i s t aus T a b e l l e 



2 e r s i c h t l i c h . 

2.6. E l e k t r o p h o r e t i s c h e Methoden und Autoradiographie 

?i§^l^_2weidimensionale_Elek 

Hierzu wurden Proben des i n v i t r o Systems mit P u f f e r B (10 mM 

T r i s - C l pH 7.5; 10 mM Mg-Azetat; 6 mM EtSH) auf 1 ml aufgefüllt 

und 70S Träger-Ribosomen zugegeben. Die weitere Präparation der 

Proben e r f o l g t e nach [46]. Wurden d i e Proben e i n e r zweidimensio­

nalen E l e k t r o p h o r e s e nach Kaltschmidt und Wittmann [47] u n t e r ­

worfen, so wurden vor der E x t r a k t i o n der r - P r o t e i n e 3 mg 70S 

Träger-Ribosomen zugegeben; für d i e nach Isono e t a l . [48] modi­

f i z i e r t e Methode war d i e s e Menge auf 0,5 mg r e d u z i e r t . 

?^§^2^_Zweidimensionale_El 

Hierzu wurden Proben des i n v i t r o Systems auf 0,2 ml mit P u f f e r B 

aufgefüllt; es wurden 5 \il RNase/DNase Lösung [49] zugegeben und 

10 min b e i 37°C i n k u b i e r t . Nach Zugabe von 0,5 ml Azeton wurden 

di e Proben 60 min b e i 0°C bel a s s e n und 5 min b e i 3 000 g z e n t r i -

f u g i e r t . Der N i e d e r s c h l a g wurde im Vakuum getrocknet. Anschließend 

wurden d i e Proben i n 30 [il L y s i s p u f f e r [49] aufgenommen und auf 

der zweidimensionalen E q u i l i b r i u m oder Nonequilibrium G e l e l e k t r o ­

phorese nach O ' F a r r e l l [50] a u f g e t r e n n t . 



2^6^3^^Eindimensionale_Elek 

Proben des i n v i t r o Systems wurden mit dem zweifachen Volumen 

des SDS enthaltenden Probenpuffer [51] v e r s e t z t und 60 min b e i 

60°C i n k u b i e r t . D ie Ele k t r o p h o r e s e e r f o l g t e wie i n [52] be­

schrieben . 

^ö^^^Eindimensionale^Elek 

Diese Methode wurde, wie von Gegenheimer e t a l . [53] b e s c h r i e b e n , 

verwendet. 

2i§i5i_Fluorograghie_und^ 

S o l l t e n von Gelen, auf denen 3H L y s i n m a r k i e r t e Proben aufge­

t r e n n t waren, Autoradiogramme h e r g e s t e l l t werden, so wurden d i e s e 

Gele, um d i e E x p o n a t i o n s z e i t zu verkürzen, a l t e r n a t i v nach zwei 

ver s c h i e d e n e n Methoden vorbehandelt. Entweder wurde d i e von Las­

key und M i t a r b e i t e r n [54, 55] beschriebene F l u o r o g r a p h i e unter 

Verwendung von PPO durchgeführt oder es wurde a l s S z i n t i l l a t o r 

Salizylsäure verwendet. Zur Salicylsäurebehandlung wurde das ge­

färbte Gel zweimal 30 min gewässert (je 500 ml) und anschließend 

30 min i n 300 ml e i n e r Lösung geschüttelt, d i e 1 M an Natrium-

s a l i c y l a t war, und durch Zugabe von Salicylsäure i n Festsubstanz 

auf pH 5.5 gebracht wurde. S o f o r t nach d i e s e r Behandlung wurden 

d i e Gele g e t r o c k n e t , wobei d i e T r o c k e n z e i t im V e r g l e i c h zu unbe­

h a n d e l t e n Gelen um einen Faktor 1,5 verlängert war. 



A u t o r a d i o g r a p h i e wurde auf Kodak X Ornat XR5 Röntgenfilmen durch­

geführt, wobei unbehandelte Gele b e i Raumtemperatur, f l u o r o g r a -

p h i s c h behandelte Gele b e i -70°C exponiert wurden. 

2.7. Immunologische Methoden 

-^Zili.Antiserumgrägaration 

Die Immunisierung von Kaninchen gegen g e r e i n i g t e IRS wurde, wie 

i n [56] beschr i e b e n , durchgeführt; d i e Präparation von Anti-IRS 

Antiserum aus dem B l u t s o l c h e r T i e r e e r f o l g t e nach den i n Refe­

renz [57] aufgeführten Angaben. 

Zur Doppelimmunpräzipitation wurde zu 50 u l Proben des i n v i t r o 

Systems ei n e Menge an Anti-IRS Antiserum aus Kaninchen zugege­

ben, d i e d i e Aktivität von 1,25 ug IRS im A m i n o a c y l i e r u n g s t e s t 

zu 50 % hemmt. Nach 60-minütiger Inkubation b e i 0°C wurde d i e ­

j e n i g e Menge Anti-Kaninchen-Immunglobulin Antiserum aus Ziegen 

zugegeben, d i e nach 15 h Inkubation b e i 0°C op t i m a l e Präzipi­

t a t i o n erzeugte. Die h i e r z u nötige Menge an Ziegen Antiserum 

wurde i n Vorversuchen m i t t e l s e i n e r Mini-Doppelimmundiffusions-

methode nach Ouchterlony [58] bestimmt. Der N i e d e r s c h l a g vmrde 

dre i m a l , wie i n [59] beschrieben, gewaschen und auf SDS A c r y l -

amidgelen aufgetrennt. 



Hierzu wurden Proben des i n v i t r o Systems mit P u f f e r C (50 mM 

T r i s - C l pH 7.5; 1 % T r i t o n X100; 0,4 M KCl) auf 0,5 ml aufge­

füllt und, wie i n 3.2.2. beschrieben, IRS zugegeben. A n s c h l i e ­

ßend e r f o l g t e e i n e zweimalige U l t r a s c h a l l b e h a n d l u n g (je 5 sec 

mit der M i c r o s p i t z e eines Branson B12 S o n i f i e r s ; 70W Ausgang) 

und Zugabe von 50 ulI A n t i IRS Antiserum aus Kaninchen. Nach 

12-stündiger Inkubation b e i 4°C wurde der N i e d e r s c h l a g durch 

Z e n t r i f u g a tion (5 min b e i 3 000 g) gesammelt und d r e i m a l i n j e 

0,25 ml P u f f e r D (50 mM T r i s - C l pH 7.5; 1 % T r i t o n X100; 1 M 

KCl) sowie einmal i n 0,25 ml P u f f e r E (50 mM T r i s - C l pH 7.5; 

0,1 M NaCl) gewaschen. P u f f e r E wurde q u a n t i t a t i v abgesaugt und 

der N i e d e r s c h l a g i n 50 \il des i n 2.6.3 b e s c h r i e b e n e n P u f f e r s 

aufgenommen. Die w e i t e r e Behandlung e r f o l g t e nach den i n 2.6.3. 

gemachten Angaben. 

2.8. Bestimmung der IRS Aktivität m i t t e l s A m i n o a c y l i e r u n g s t e s t s 

Der Aktivitätstest für IRS wurde, wie i n [60] b e s c h r i e b e n , durch­

geführt, jedoch i n einem Endvolumen von 0,25 ml..Die Konzentra­

t i o n der B e s t a n d t e i l e des Inkubationsansatzes war: T r i s - C l pH 

7.5 100 mM; MgCl 2 10 mM; KCl 10 mM; EtSH 6 mM; ATP 2 mM, E . c o l i 

Roh-tRNA 400 ng/0,25 ml; L - 1 4 C I s o l e u c i n 20 uM (10 nCi/nM); 

v a r i i e r e n d e Menge g e r e i n i g t e r IRS. 



2.9. Präparation des ribosomalen P r o t e i n s S20 

Die Reinigung des r - P r o t e i n s S20 e r f o l g t e wie i n [61] b e s c h r i e ­

ben. Wie e i n e A nalyse auf einem eindimensionalen SDS Gel (15 % 

i n bezug auf Acrylamid) z e i g t e , war d i e s e s Produkt zu über 95 % 

r e i n . 

2.1Q. Präparation von ppGpp und Ide n t i f i z i e r u n g s m e t h o d e n für 

N u c l e o t i d e 
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Die Präparation von P markiertem und n i c h t r a d i o a k t i v markier­

tem ppGpp e r f o l g t e nach den Angaben von Cashel [62]. I d e n t i f i ­

z i e r t wurden N u c l e o t i d e durch i h r L a u f v e r h a l t e n auf Polyäthylen-

imin Dünnschicht-Platten (Polygram CEL300PEI F e r t i g f o l i e n von 

Machery + Nagel) im V e r g l e i c h mit authe n t i s c h e n N u c l e o t i d e n . 

Verwendet wurde e i n e i n d i m e n s i o n a l e s LaufSystem [63] und das i n 

Referenz [64] angegebene zweidimensionale LaufSystem A. 

2.11. Radioaktivitätsbestimmungen 

2^11j:l^_§§stimmun2_der_Gesamt 

Zur Bestimmung der Gesamtsynthese (TCA fällbares M a t e r i a l ) wur­

den nach dem E i n f r i e r e n (3.1.) geringe Mengen (2 b i s 5 aus 

den Proben entnommen und i n 1 ml Rinderserumalbuminlösung (1 mg/ 

ml) p i p e t t i e r t . Nach Mischen wurden 2 ml 10%ige TCA Lösung zuge-



geben und 10 min b e i 0°C i n k u b i e r t . Anschließend wurde 20 min 

b e i 10Q°c i n k u b i e r t , 10 min lang b e i 0°C abgekühlt und der N i e ­

derschlag über G l a s f i b e r f i l t e r abgenutscht. Die F i l t e r wurden 

zweimal mit j e 10 ml k a l t e r 10%iger TCA Lösung und einmal mit 

5 ml 7o%igem Äthanol gewaschen und getrocknet. Die R a d i o a k t i v i ­

tät d i e s e r Proben wurde i n 15 ml 0 , 5 % i g e r PPO/Toluol Lösung i n 

einem B e t a s z i n t BF 5000 Flüssigkeitsszintillationszähler be­

stimmt. 

2^Ili2^_Radioaktivitätsbesti 

E n t h i e l t e n Proben d i e Isotopen 3H und 1 4 C gemeinsam, so wurden 

s i e i n einem T r i Carb Sample O x i d i z e r 306 (Packard Instruments) 
z u ** H 2° u n c * 1 4 c o 2 o x i d i e r t . Proben aus ungetrockneten Gelen wur­

den h i e r z u a u s g e s c h n i t t e n und i n F i l t e r p a p i e r (ca. 5 x 10 cm) 

mehrere Stunden b e i 70°C getrocknet. Proben aus getrockneten Pro­

ben wurden e b e n f a l l s i n F i l t e r p a p i e r g e w i c k e l t und s o f o r t v e r ­

brannt. Das d a b e i entstandene 3H 20 und 1 4 C 0 2 wurde an d i e en t ­

sprechenden Träger-und Szintillationsflüssigkeiten a b s o r b i e r t und 

d i e r a d i o a k t i v e n Zerfälle im B e t a s z i n t BF 5000 Flüssigkeits-

szintillationszähler bestimmt. 

2iiliäi_§estimmun2_von H x P L S_in_PolYacrYlamid-Gelen 

H i e r z u wurden aus getrockneten Gelen d i e entsprechenden Be r e i c h e 

a u s g e s c h n i t t e n und i n 0,2 ml H 20 mindestens 5 h la n g g e q u o l l e n . 

Zum w e i t e r e n Q u e l l e n der Gele wurden 8 ml eines Gemisches aus 



Lipoluma:Lumasolve = 10:1 (Lumac AG) zugegeben und das Gemisch 

mindestens d r e i Tage w e i t e r i n k u b i e r t . Die Zählung der r a d i o ­

a k t i v e n Zerfälle e r f o l g t e im Flüssigkeitsszintillationsspektro-

meter BF 5000, s i e wurde nach w e i t e r e r zweitägiger Inkubation 

b e i Raumtemperatur w i e d e r h o l t . 
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Die Wanderungsposition von 3 2 P markiertem ppGpp auf Polyäthylen-

imin Dünnschichtfolien wurde durch A u t o r a d i o g r a p h i e e r m i t t e l t 

und d i e entsprechenden Bereiche der F o l i e n m i t t e l s eines S p a t e l s 

abgeschabt. Dieses M a t e r i a l wurde mit 5 ml Aqualuma (Lumac AG) 

v e r s e t z t und d i e Proben vor der Zählung mindestens 5 h im dunk­

l e n Flüssigkeitsszintillationszähler b e l a s s e n . 

2.12. KonzentrationsbeStimmungen 

^ l ^ l ^ . K o n z e n t r a t i o n s b e s t i 

Zur Konzentrationsbestimmung von Nucleinsäuren wurde i h r e spe­

z i f i s c h e A b sorption b e i 260 nm verwendet. Die Lösungen wurden 

mit Wasser so verdünnt, daß i h r e A 2 6 Q zwischen 0,1 b i s 0,3 l a g . 

Für DNA Konzentrationsbestimmungen wurde e i n Wert von 50 ng/ml 

pro 1 A 2 6 Q zugrunde g e l e g t , für RNA Konzentrationsbestimmungen 

e i n Wert von 4 2 ng/ml. 



2^1?^2^_Proteinbestimmun2en 

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Lowry et a l . 

[65] bestimmt, wobei a l s Standard Rinderserumalbumin verwendet 

wurde. 

?i.I2^3^_Konzentrationsbestimmu 

Hierzu wurde d i e s p e z i f i s c h e A b s o r p t i o n von ppGpp b e i 253 nm 

benutzt [63]; e i n e A 2 5 3 von 12 700 für ein e 1 M Lösung [63] 

wurde verwendet. 

2.13. Chemikalien und Bezugsquellen 

3 2 P 0 4
3 ~ , L - [ 3 5 S ] - M e t h i o n i n , L - [ U - 1 4 C ] - L y s i n und L-[4,5 3H] L y s i n 

waren von Radiochemical Centre, Amersham. Von Boehringer Mann­

heim wurden bezogen: RNAP, R i f a m p i c i n , FAD und NADP. A l l e Nucleo­

t i d e , T r i s - B a s e , E. c o l i tRNA und D i t h i o t h r e i t o l wurden b e i Sigma 

gekauft. Die Bezugsquelle für P y r i d o x i n , Folsäure und Phosphoenol­

pyruvat • Na^ war Calbiochem. A l l e anderen verwendeten Chemi­

k a l i e n waren vom R e i n h e i t s g r a d p.A. 



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

3.1. B e s t a n d t e i l e des i n v i t r o Systems 

In T a b e l l e 2 i s t der Ansatz e i n e r Probe für das gekoppelte 

T r a n s k r i p t i o n s - / T r a n s l a t i o n s - S y s t e m angegeben. Inkubation i n 

mit Chromschwefelsäure gewaschenen Gläschen oder i n unbenutzten 

Eppendorf Plastikreaktionsgefäßen (1,5 ml Inha l t ) ergab keine 

U n t e r s c h i e d e der Syntheseaktivität i n v i t r o . Beendet wurde d i e 

Tabelle 2: 
Ansatz einer 50 jui Probe des gekoppelten in vitro Systems. 
In Versuchsserien wurden jeweils die entsprechenden Mengen der 
einzelnen Bestandteile in alle Proben gegeben, bevor der nächste 
Bestandteil zugegeben wurde. Nach Zugabe des S30 Extrakts wur­
den die Proben durch 5maliges Aufziehen und Auspipettieren von 
25 ul mit Hilfe der 25 ul Kapillarpipette "Capillettor" durch-
mischt und die Inkubation aller Proben gleichzeitig durch Stel­
len in ein Wasserbad der entsprechenden Inkubationstemperatur 
gestartet. 

Pipettier-
reihenfolge 

Bestandteil Menge 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

H20 

Reaktionsmix 

radioaktive Aminosäure 

DNA 

zu testende Substanz 

S30 Extrakt 

auf 50 ul Endvolumen 

10 ul 

entweder 5 nCi 3 5 S L-Methionin 
( ~ 900 Ci/mmol) oder 10 \iCi 
3h L-Lysin ( ~ 80 Ci/mmol) 

5 ng 

siehe einzelne Versuche 

300 ng 



Synthese durch Abkühlen der Proben auf 0°C (5 min), a n s c h l i e ­

ßendes starkes Schütteln für 3 min und E i n f r i e r e n b e i -20°C. 

So behandelte Proben z e i g t e n k e i n e Syntheseaktivität mehr. Die 

von Chu [66] benutzte Methode zum Abbruch der Synthese, nämlich 

Zusatz von Ribonuklease und anschließende Z e n t r i f u g a t i o n , hat 

im V e r g l e i c h zu der h i e r verwendeten zwei N a c h t e i l e : a) es wer­

den nur 50 % des i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n M a t e r i a l s erfaßt; 

b) ei n e e v e n t u e l l vorhandene üngleichverteilung e i n e s i n v i t r o 

Produkts zwischen Uberstand und N i e d e r s c h l a g b l e i b t unberück­

s i c h t i g t . 

3.2. I d e n t i f i z i e r u n g der i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n Genprodukte 

3i2 i2i_§trate2ie_zur_Identifiz 

§i2£ten_Pr^dukte 

Von P. Buckel [29] wurde e i n Satz von X Phagen i s o l i e r t , d i e 

a l l e s p e z i f i s c h dapB und v e r s c h i e d e n e , an d i e s e n Genort an­

schließende Regionen des E. c o l i Chromosoms t r a n s d u z i e r e n . In 

Abbildung 1F s i n d d i e Genomsegmente, d i e e i n i g e d i e s e r X Phagen 

übertragen können, angegeben (nach Buckel [29])..Diese Ergeb­

n i s s e stammen aus i n v i v o Komplementationsversuchen. Die i n 

v i t r o b e i Verwendung von v e r s c h i e d e n e n DNA M a t r i z e n s y n t h e t i ­

s i e r t e n Genprodukte ließen s i c h über e i n e n V e r g l e i c h des Spek­

trums der i n v i t r o Produkte m i t den Komplementationsdaten i d e n ­

t i f i z i e r e n . Eine e i n d i m e n s i o n a l e Auftrennung im SDS S l a b g e l 

(10 % i n bezug auf Acrylamid) nach Laemmli [51] war jedoch i n 



Abbildung 1: 
Identifizierung der in vitro mit Hilfe verschiedener X DNA als Matrize synthetisierten Genprodukte. 
Folgende X DNA wurde in den verschiedenen Proben als Matrize verwendet: (A) X Wildtyp DNA; (B und E) 
\ddapB248 DNA; (C)\ ddapB257 DNA; (D)\ ddapB265 DNA. Die Zahlen bezeichnen folgende Proteine: (1) 
dapB Genprodukt; (2) IRS; (3) carA Genprodukt; (4) S20; (5) carB Genprodukt. Der unterbrochene Kreis 
in IE zeigt die Position eines Proteins an, das in Extrakten von E. coli 64-2 dap im Vergleich zu E. 
coli 64-2 fehlt; der geschlossene Kreis in IE zeigt die Position von gereinigter IRS an. A - E zei­
gen Autoradiogramme von entsprechenden Gelen, wobei A - D im Nonequilibrium, E hingegen im Equili-
brium Gelsystem nach O'Farrell aufgetrennt wurden. F gibt die Region des E. coli Chromosoms an, die 
die verschiedenen X Phagen spezifisch transduzieren. 

file:///ddapB248


e i n i g e n Gelbereichen n i c h t e i n d e u t i g genug. Zur I d e n t i f i z i e ­

rung und Messung der Menge der i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n Gen­

produkte wurden deshalb andere Methoden verwendet. 

3i2^ 2 ^ _ I d e n t i f i z i e r u n 2 _ v o n _ I R S 

Zur I d e n t i f i z i e r u n g von IRS wurden zwei Iramunpräzipitations-

methoden und das zweidimensionale G e l e l e k t r o p h o r e s e s y s t e m nach 

O ' F a r r e l l [49] verwendet. 

Wie Abbildung 2 z e i g t , waren im N i e d e r s c h l a g der Doppelimmun-

präzipitation zwar mehrere P r o t e i n e neben der IRS vorhanden, 

a b 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

Abbildung 2: 
Doppelimmunpräzipitation von in vitro synthetisierter IRS. 
a) A u s s c h n i t t d e s g e f ä r b t e n 10-20 % Gradientengels b) A u t o ­
r a d i o g r a m m von a). Die Proben 2 und 4 enthalten je 0,4 ug ge­
reinigte IRS. Die Proben 1, 3 und 5 zeigen die Immunpräzipi-
tate (ohne Zusatz von 1 4 C markierter IRS) aus in vitro Proben, 
bei denen als DNA Matrize verwendet wurde: (1) X Wildtyp DNA; 
(3) X ddapB254 DNA; (5) wie 3,jedoch mit 0,5 mM ppGpp im In­
kubationsansatz. Die Pfeile in b) bezeichnen von unten nach 
oben die Position folgender Proteine: leichte Kette der Anti­
körper; schwere Kette der Antikörper; IRS. 



r a d i o a k t i v m a r k i e r t war jedoch nur IRS. Die Tatsache, daß b e i 

Verwendung von X W i l d t y p DNA (Abb. 2) , X ddapB257 (nic h t dar­

g e s t e l l t ) oder X ddapB265 DNA (nic h t d a r g e s t e l l t ) a l s Matrize 

des i n v i t r o Systems keine Radioaktivität im Immunpräzipitat 

f e s t s t e l l b a r i s t , beweist d i e Spezifität d i e s e r Methode. Vor 
1 4 

der Zugabe des s p e z i f i s c h e n Antiserums wurde den Proben C 
1 4 

m a r k i e r t e IRS i n Form von C markiertem S100 E x t r a k t zuge­

s e t z t , um e i n e Bestimmung der V e r l u s t e während a l l e r A r b e i t s ­

s c h r i t t e b e i der Doppelimmunpräzipitation zu ermöglichen. Es 

ergab s i c h , daß d i e V e r l u s t e b i s zu 30 % betrugen. Die Doppel-

immunpräzipitationsmethode hat den N a c h t e i l , daß - wie schon 

der Name sagt - zwei verschiedene Antikörper verwendet werden, 

von denen der e i n e n i c h t i n unserem Labor i s o l i e r t werden konnte. 

Solche A n t i Kaninchen-Immunglobulin Ziegen-Antikörper s i n d zwar 

käuflich zu e r h a l t e n , jedoch für Verwendung i n S e r i e n von Ex­

perimenten zu t e u e r . 

Zur Ausfällung von IRS aus i n v i t r o Proben m i t t e l s der E i n f a c h -

immunpräzipitationsmethode mußte IRS entweder i n r e i n e r Form 

(1 ng/50 ul Probe) oder a l s S100 (200 ug S100 Protein/50 u l 

Probe) z u g e s e t z t werden, um eine genügende Menge an Immunpräzi­

p i t a t zu e r h a l t e n . Auch d i e s e Methode e r f o r d e r t e den Zusatz von 

m a r k i e r t e r IRS zur Bestimmung von V e r l u s t e n , d i e wieder b i s 

zu 30 % betrugen. Abbildung 3 z e i g t , daß mit d i e s e r Methode IRS 

sehr s p e z i f i s c h ausgefällt werden konnte. Das r a d i o a k t i v mar­

k i e r t e M a t e r i a l i n den Gelbereichen, d i e d i e U n t e r e i n h e i t e n der 

Antikörper e n t h a l t e n , i s t w a h r s c h e i n l i c h auf u n s p e z i f i s c h e Ad-



Wanderungsrichtung 

Abbildung 3: 
Einfachimmunpräzipitation von in vitro synthetisierter IRS. 
Die Proben 1 und 2 zeigen einen Ausschnitt aus dem gefärbten 
7,5 % Gel. Probe 1 enthält 0,4 \ig gereinigte IRS, Probe 2 das 
Immunpräzipitat, wobei kein i 4 C markierter SlOO Extrakt zuge­
setzt war. Nach Trocknen des Gels wurde Probe 2 in 2 mm breite 
Gelstücke zerschnitten und die Radioaktivität dieser Fraktionen 
durch Verbrennen zu ^Ü20 bestimmt. Die Kurve zeigt die erhal­
tenen Werte. Die Pfeile geben von links nach rechts an: IRS; 
schwere Kette der Antikörper; leichte Kette der Antikörper. 

s o r p t i o n an das Präzipitat zurückzuführen [67, 68]. E i n we i t e ­

r e r Beweis für d i e Spezifität der Einfachimmunpräzipiation l i e g t 

i n folgendem E r g e b n i s : Wird nach der I n k u b a t i o n .ein Uberschuß 

an n i c h t r a d i o a k t i v m a r k i e r t e r , g e r e i n i g t e r und a k t i v e r IRS zu 

den Proben des i n v i t r o Systems z u g e s e t z t , kann d i e Menge der 

ausgefällten r a d i o a k t i v m a r k i e r t e n IRS a u s t i t r i e r t werden; d i e 

Mengenangaben für d i e s e s Experiment s i n d aus T a b e l l e 3 e r s i c h t ­

l i c h . 



Tabelle 3: 
Einfluß von Zusatz unmarkierter IRS auf die Ausbeute von radio­
aktiv markierter IRS bei der Einfachimmunpräzipitation. 
Alle Proben enthalten jeweils zusätzlich 1 ug IRS/50 u l Probe, 
um eine quantitative Präzipitation zu gewährleisten. 

Zusatz von IRS Radioaktivität 
nach der I n k u b a t i o n i n der IRS Bande 
(u.g/50 u l Probe) % 

100 
0,86 89 
8,6 66 

86 36 
860 20 

Der Nachweis für d i e s p e z i f i s c h e i n v i t r o Synthese konnte nicht 

a l l e i n über immunologische Methoden, sondern auch e l e k t r o p h o r e -

t i s c h e r b r a c h t werden. Das zweidimensionale Gelsystem nach 0' 

F a r r e l l kann über 3 OOO P r o t e i n e auflösen [49], wobei theore­

t i s c h e Berechnungen z e i g e n , daß mit weniger a l s 5 % Wahrschein­

l i c h k e i t zwei (oder mehr) P r o t e i n e i n diesem System an exakt 

d i e g l e i c h e S t e l l e wandern [49]. B e i der Auftrennung der i n v i t r o 

mit X ddapB248 DNA a l s M a t r i z e s y n t h e t i s i e r t e n Produkte z e i g t e 

s i c h nach A u t o r a d i o g r a p h i e , daß e i n e s d i e s e r Produkte an eine 

P o s i t i o n des 0 ' F a r r e l l E q u i l i b r i u m Gelsystems wandert, d i e nach 

Ergebnissen von N e i d h a r d t [12] von g e r e i n i g t e r IRS eingenommen 

wird. Abbildung 1E z e i g t , daß g e r e i n i g t e IRS und i n v i t r o syn­

t h e t i s i e r t e IRS i n diesem Gelsystem i d e n t i s c h e s L a u f v e r h a l t e n 

aufweisen, und daß IRS b e i Verwendung von X ddapB248 DNA a l s 



M a t r i z e s p e z i f i s c h s y n t h e t i s i e r t wird. 

Es i s t a l s o f e s t z u s t e l l e n , daß g e r e i n i g t e und i n v i t r o synthe­

t i s i e r t e IRS i n bezug auf Molekulargewicht, i s o e l e k t r i s c h e n 

Punkt und immunologische E i g e n s c h a f t e n keine Unterschiede z e i ­

gen . 

3 ^ ? ^ 3 ^ I d e n t i f i z i e r u n g ^§§_r-Proteins_S20 

B e i Auftrennung der i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n Genprodukte im 

eindimensionalen SDS Slabgelsystem nach Laemmli [52] weisen 

mindestens d r e i andere P r o t e i n e sehr ähnliches L a u f v e r h a l t e n 

wie S20 auf. Es mußte deswegen zur Auftrennung und I d e n t i f i ­

z i e r u n g von S20 e i n System verwendet werden, das nach zwei 

verschiedenen Parametern t r e n n t . H i e r z u i s t , wie Abbildung 1 

z e i g t , das 0 ' F a r r e l l Gelsystem geeignet; das i n Abbildung 1B 

durch 4 gekennzeichnete Produkt z e i g t g l e i c h e s L a u f v e r h a l t e n 

wie g e r e i n i g t e s S20 P r o t e i n (Neidhardt, unveröffentlicht). 

Aus den Autoradiogrammen A - C von Abbildung 1 i s t w e i t e r h i n 

zu schließen, daß von den d r e i h i e r g e t e s t e t e n X Phagen nur 

XddapB248 d i e genetische Information für S20 trägt, e i n Be­

fund, der mit den i n v i v o Komplementationsdaten übereinstimmt. 

Buckel konnte nachweisen [29], daß nach I n f e k t i o n von UV be­

s t r a h l t e n Z e l l e n mit X ddapBI19 S20 i n v i v o a l s e i n z i g e s r - P r o ­

t e i n s y n t h e t i s i e r t wird. In d i e s e r A r b e i t konnte d i e s e s Ergeb­

n i s für d i e i n v i t r o Synthese mit DNA a l s M a t r i z e aus den 



X Phagen XddapB119, X ddapB248, X ddapB254 und X ddapB261 

bestätigt werden. A l s Trennsystem wurde h i e r z u verwendet: 

a) das von Kaltschmidt und Wittmann e n t w i c k e l t e System [47] 

und b) das nach Isono [48] m o d i f i z i e r t e System. Im A u t o r a d i o ­

gramm e i n e s Gels nach Isono, auf dem d i e Produkte des i n v i t r o 

Systems mit X ddapB248 DNA a l s M a t r i z e a u f g e t r e n n t wurden, war 

e i n w e i t e r e s r a d i o a k t i v e s Produkt f e s t s t e l l b a r , das jedoch 

n i c h t i d e n t i s c h mit einem r - P r o t e i n wandert. S e i n L a u f v e r h a l ­

ten e n t s p r i c h t i n der e r s t e n Dimension (Trennung nach Ladung) 

dem von S8, i n der zweiten Dimension (Trennung nach Größe) dem 

von S9. Weder d i e s e s noch i r g e n d e i n anderes Genprodukt des i n 

v i t r o Systems z e i g t e eine V o r s t u f e n Produkt-Abhängigkeit mit 

S20 wie s i e früher von Mackie [69, 70] für das r - P r o t e i n S20 

b e r i c h t e t wurde. 

Das i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e r - P r o t e i n S20 i s t a l s o i n seinem 

Molekulargewicht und i n den i s o e l e k t r i s c h e n E i g e n s c h a f t e n mit 

gereinigtem S20 i d e n t i s c h . Wie später g e z e i g t wird, kann das 

i n v i t r o Produkt mit 16S rRNA komplexieren und e n t s p r i c h t a l s o 

auch i n d i e s e r E i g e n s c h a f t dem i n v i v o Produkt. 

3.2.4. I d e n t i f i z i e r u n g des dapB Genprodukts 

Auf Grund i h r e r S e l e k t i o n können d i e i s o l i e r t e n "X dapB" Pha­

gen das dapB Strukturgen s p e z i f i s c h t r a n s d u z i e r e n . In a l l e n 

Proben, d i e a l s M a t r i z e DNA aus verschiedenen "XdapB" Phagen 

e n t h i e l t e n , wurde i n v i t r o e i n P r o t e i n s y n t h e t i s i e r t , das nach 

seinem L a u f v e r h a l t e n im SDS Gel e i n größeres Molekulargewicht 



a l s IRS hat (siehe Abbildung 1). Das Molekulargewicht von IRS 

beträgt nach verschiedenen Bestimmungen 110 000 [71], 112 000 

[72] oder 114 000 [73] Dalton; im O ' F a r r e l l Gelsystem z e i g t 

IRS jedoch e i n L a u f v e r h a l t e n wie e i n P r o t e i n von 107 000 D a l ­

ton Molekulargewicht [12]. Nach Ergebnissen von Tamir [74] hat 

d i e Dihydrodipicolinsäure Reduktase (dapB Genprodukt) e i n Mole­

kulargewicht von etwa 110 000. Das f r a g l i c h e i n v i t r o Produkt 

kann a l s o durchaus mit DHPR i d e n t i s c h s e i n ; den Beweis dafür 

l i e f e r t e f o l g e n d e r Versuch: 

V e r g l e i c h t man d i e Proteinmuster auf 0 ' F a r r e l l - G e l e n von Ganz­

z e l l e x t r a k t e n der E. c o l i Stämme 64-2 und 64-2 dap, so s t e l l t 

man f e s t , daß im Stamm 64-2 dap e i n P r o t e i n f e h l t , dessen Wan­

d e r u n g s p o s i t i o n i n Abbildung 1E durch den unterbrochenen K r e i s 

gekennzeichnet i s t . Da der Stamm 64-2 dap d i e dapB17 Mutation 

des Stammes AT999 trägt und somit den Phagen Mu i n das dapB 

Strukturgen i n t e g r i e r t hat [ 7 5 ] , i s t zu erwarten, daß das ent­

sprechende P r o t e i n im Stamm 64-2 dap f e h l t . 

3.2.5. I d e n t i f i z i e r u n g der carA und carB Genprodukte 

Der c a r Genort b e i Minute 1 des E. c o l i Chromosoms [28] um­

faßt zwei B e r e i c h e , d i e für j e eine U n t e r e i n h e i t der Carbamyl-

phosphatsynthetase c o d i e r e n [7 6 ] . Nach früheren Bestimmungen 

[77] hat das carA Genprodukt e i n Molekulargewicht von 42 000, 

das carB Genprodukt von 130 000 Dalton, wobei a l l e r d i n g s d i e 

Gen a u i g k e i t d i e s e r Bestimmungen unklar i s t . 

Die i n v i v o Komplementationsdaten von Buckel [29] z e i g e n , daß 



X ddapB257 d i e car Mutation im Stamm 64-2 c a r n i c h t komplemen­

t i e r e n kann. Diese c a r Mutation stammt aus dem Stamm IG714 recA 

und wurde früher a l s pyrA53 bezeichnet. S i e wurde schon 1964 

be s c h r i e b e n [78]; i h r Genort l i e g t danach zwischen t h r und l e u , 

e i n e eingehendere Analyse d i e s e r Mutation e r f o l g t e b i s heute 

jedoch n i c h t . Die c a r Mutation im Stamm 64-2 c a r kann a l s o so­

wohl i n den Strukturgenen carA und/oder carB l o k a l i s i e r t s e i n . 

Die h i e r e r h a l t e n e n Ergebnisse zeigen, daß b e i Verwendung von 

DNA aus X ddapB248 und X ddapB265 a l s M a t r i z e j e w e i l s zwei Pro­

t e i n e mit einem Molekulargewicht von etwa 45 000 Dalton, be­

ziehungsweise einem Molekulargewicht, das zwischen dem von IRS 

und DHPR l i e g t , s y n t h e t i s i e r t werden; d i e s e P r o t e i n e könnten 

a l s o den carA und carB Genprodukten entsprechen. B e i Verwendung 

von DNA aus X ddapB257 a l s Mat r i z e des i n v i t r o Systems wird 

zwar das v e r m u t l i c h e carA, n i c h t jedoch das vermu t l i c h e carB 

Genprodukt s y n t h e t i s i e r t . Es l i e g t a l s o d i e Vermutung nahe, 

daß d i e pyrA53 Mutation im Stamm 64-2 car nur den Genort carB 

b e t r i f f t . Da i n v i t r o das carA Genprodukt unabhängig vom carB 

Genprodukt s y n t h e t i s i e r t wird,und carAB e i n Operon b i l d e n [79], 

s o l l t e d i e T r a n s k r i p t i o n s r i c h t u n g von carA nach carB g e r i c h t e t 

s e i n . Unveröffentlichte Ergebnisse ( z i t i e r t i n [80]) bestätigen 

d i e s e Vermutung. Eine endgültige I d e n t i f i z i e r u n g der Genpro­

dukte von carA und carB war n i c h t möglich, da im Proteinmuster 

von E x t r a k t e n aus den E. c o l i Stämmen 64-2 und 64-2 car i n den 

f r a g l i c h e n Bereichen keine Unterschiede f e s t s t e l l b a r waren. 

Dies mag daran l i e g e n , daß d i e pyrA53 Mutation zu kei n e r e l e k -



t r o p h o r e t i s c h e n Veränderung des P r o t e i n s führt. 

3.3. Abhängigkeit der i n v i t r o Syntheseaktivität des gekoppel­

ten T r a n s k r i p t i o n s - / T r a n s l a t i o n s - S y s t e m s von v e r s c h i e d e ­

nen Faktoren 

Die optimale Syntheseaktivität des i n v i t r o Systems i s t e i n e 

unabdingbare Voraussetzung, wenn Aussagen über d i e R e g u l a t i o n 

bestimmter Genprodukte gemacht werden s o l l e n . Für das Ionen­

m i l i e u des i n v i t r o Systems wurde d i e s e Optimierung b e r e i t s 

von Zubay [35] durchgeführt. Im folgenden s i n d d i e E r g e b n i s s e 

der Optimierung von verschiedenen anderen Komponenten und Be­

dingungen angegeben. 

3̂ .3̂ 1 i_Zeitabhängigkeit_der_§Ynth^ 

Aus den Ergebnissen der Abbildung 4 i s t e r s i c h t l i c h , daß d i e 

Synthese von IRS, r - P r o t e i n S20 und heiß TCA fällbarem M a t e r i a l 

über 60 min h i n a n s t e i g t , u n d daß von diesem Zeitpunkt an der 

endogene Abbau im V e r g l e i c h zur Neusynthese überwiegt. A l s Stan­

d a r d z e i t für d i e i n v i t r o Synthese im gekoppelten System wurde 

deshalb 45 min gewählt. Diese Zeitabhängigkeit der Synthese 

veränderte s i c h nur unwesentlich, wenn d i e Inkubation b e i 30, 

34 oder 37°C durchgeführt wurde. B e i sehr langer Inkubation der 

Proben (> 1 2 h ) war zwar b i s zu fünfmal mehr Radioaktivität im 

heiß TCA fällbarem M a t e r i a l f e s t s t e l l b a r , S t e r i l k o n t r o l l e n wie­

sen jedoch darauf h i n , daß d i e s e r E f f e k t auf Wachstum von Mikro-
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Abbildung 4: 
Zeitabhängigkeit der Synthese im gekoppelten in vitro System 
o: r-Protein S20; A; IRS; •; heiß TCA fällbares Material 

Organismen beruhte. 

Da nach Mackie [70] r - P r o t e i n S20 aus e i n e r Vorstufe s y n t h e t i ­

s i e r t werden s o l l , d i e i n v i t r o 40 min lang gegenüber dem ge­

r e i f t e n S20 überwiegen s o l l , wurden auch Kurzzeitabhängigkeiten 

für d i e Synthese von S20 durchgeführt. In keinem von d r e i v e r -



sshiedenen Ansätzen konnte jedoch eine V o r s t u f e n Produkt-Ab­

hängigkeit für d i e B i l d u n g des r - P r o t e i n s S20 nachgewiesen 

werden: 

1. Werden Proben des i n v i t r o Systems vor der S30 Zugabe 3 min 

b e i 34°C v o r i n k u b i e r t , so i s t b e r e i t s 2 min nach Zugabe des 

S30 E x t r a k t s Synthese von S20 f e s t s t e l l b a r . Zur Auftrennung 

der i n v i t r o Produkte wurde dazu das zweidimensionale G e l ­

system nach K a l t s c h m i d t und Wittmann [47] verwendet. 

2. Die i n v i t r o Produkte aus einem g l e i c h e n V e r s u c h s a n s a t z wie 

u n t e r (1) wurden an 16S rRNA koraplexiert und d i e gebundenen 

P r o t e i n e , w i e i n [44] beschrieben, i s o l i e r t . D i e Analyse d i e ­

s e r Produkte auf einem SDS Gradientengel z e i g t e wiederum 

k e i n e Verzögerung des Beginns der Synthese von S20 (siehe 

A bbildung 5 ) . 

3. Auch d i e Analyse der i n v i t r o Produkte von k u r z z e i t i g i n k u ­

b i e r t e n Proben auf dem 0 ' F a r r e l l Gelsystem z e i g t e k eine z e i t ­

l i c h e Verzögerung und keine V o r s t u f e n Produkt-Abhängigkeit 

für d i e S20 Synthese. 

Besonders das 0 1 F a r r e l l Gelsystera i s t d a b e i zur Auftrennung von 

P r o t e i n e n , d i e k l e i n e Ladungs- und Größenunterschiede b e s i t z e n , 

gut g e e i g n e t [49]. In diesem System s o l l t e a l s o vdie V o r s t u f e von 

S20, d i e j a l e d i g l i c h e i n N-Formylmethionin am N-Terminus des 

g e r e i f t e n S20 trägt [70], vom g e r e i f t e n P r o t e i n abtrennbar s e i n . 

Diese gegensätzlichen Ergebnisse l a s s e n s i c h möglicherweise da­

mit erklären, daß i n d i e s e r und Mackies [70] A r b e i t v e r s c h i e d e ­

ne E. c o l i Stämme zur B e r e i t u n g der S30 E x t r a k t e verwendet wer­

den. 
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Abbildung 5: 
Kurzzeitabhängigkeit der Synthese des r-Proteins S20 im ge­
koppelten in vitro System. 
Angegeben ist die jeweilige Menge an in vitro synthetisiertem 
Material, das identisches Laufverhalten auf einem 12,5 - 25 % 
Acrylamid SDS Gel mit gereinigtem S20 zeigt. 

3^3 i2 i_^hän2i2keit_der_S^nth^ 

^ f ^ l S ^ „Konzentration 

Das gekoppelte i n v i t r o System i s t DNA abhängig; ohne Zusatz 

von DNA l i e g t d i e Gesamtsynthese b e i z i r k a 10 - 30 % v e r g l i ­

chen mit Proben, d i e 100 ng DNA/ml e n t h i e l t e n . Diese Grundak­

tivität des S30 E x t r a k t s i s t auf Kontamination mit chromoso­

maler DNA zurückzuführen, w e i l : a) d i e s e Grundaktivität i n ver­

schiedenen S30 Präparationen u n t e r s c h i e d l i c h groß i s t und b) 

d i e h i e r b e i s y n t h e t i s i e r t e n Produkte i d e n t i s c h s i n d mit den i n 



v i v o i n großer Menge s y n t h e t i s i e r t e n zellulären Produkten (wie 

EFTu). Die Gesamtsynthese (heiß TCA fällbares M a t e r i a l ) und 

d i e Synthese von IRS und S20 s i n d l i n e a r abhängig von der e i n ­

g e s e t z t e n DNA Menge i n einem B e r e i c h von 0,5 u.g/ml b i s 200 u.g/ 

ml, a l s S t a n d a r d k o n z e n t r a t i o n wurde deshalb 100 ug DNA/ml In­

kubationsgemisch verwendet. Dieses Ergebnis läßt b e r e i t s v e r ­

muten, daß das gekoppelte i n v i t r o System zumindest nur schwach 

RNAP abhängig i s t , wie im A b s c h n i t t 3.4. auch bewiesen w i r d . 

Das i n v i t r o System i s t erwartungsgemäß abhängig von der Menge 

des e i n g e s e t z t e n S30 E x t r a k t s ; aus T a b e l l e 4 i s t d i e s e Abhängig­

k e i t e r s i c h t l i c h für e i n e DNA Konze n t r a t i o n von 100 ug/ml. Im 

S t a n d a r d t e s t wurden 6000 ug S30 Protein/ml Inkubationsgemisch 

verwendet. 

Tabelle 4: 
Abhängigkeit der Gesamtsyntheseaktivität des gekoppelten in 
vitro Systems von der Menge zugesetzten S30 Proteins. 

S30 P r o t e i n z u g e s e t z t 
(u.g/ml Inkubationsgemisch) 

Syntheseaktivität 
(%) 

6 000 100 

3 600 61 

1 200 

600 < 4 



Die Temperaturabhängigkeit der Synthese von IRS und S20 z e i g t 

e i n k l a r e s Maximum b e i 34°C (Abb. 6 ) ; d i e s g i l t auch für d i e 

Gesamtsynthese ( n i c h t d a r g e s t e l l t ) . A u f f a l l e n d i s t , daß i n 

n i e d r i g e n Temperaturbereichen S20 r e l a t i v zu IRS i n größerer 

I I I 1 1 I 

20 30 40 45 

JNKUBATJONSTEMPERATUR ( °C ) 

Abbildung 6: 
Temperaturabhängigkeit der in vitro Synthese. 
Die einzelnen Proben wurden bei 19, 26, 30, 34, 37, 40 und 
45°C im Wasserbad inkubiert. 

O: IRS; A: S20; X; Verhältnis c P m ^20 
cpm in IRS 



Menge s y n t h e t i s i e r t w ird. D i e s e r Befund kann damit erklärt wer­

den, daß d i e entsprechenden Promotoren e i n e u n t e r s c h i e d l i c h e 

"Stärke" haben; Berechnungen [82] und Messungen [83, 84] für 

andere Systeme machen ein e s o l c h e Temperaturabhängigkeit auch 

w a h r s c h e i n l i c h . Für a l l e w e i teren Versuche wurde h i e r e i n e In­

kubationstemperatur von 34°C gewählt. 

Aus Abbildung 7 i s t zu entnehmen, daß d i e Synthese von S20 b e i 

Zusatz von 20 ug tRNA/ml Inkubationsgemisch o p t i m a l i s t , wäh­

rend d i e s e r Wert für IRS (und heiß TCA fällbarem M a t e r i a l , 

n i c h t g e zeigt) b e i 60 b i s 80 ug tRNA/ml l i e g t . 

7500-

tOO 200 300 
pg tRNA/ml 

Abbildung 7: 

tRNA Abhängigkeit der in vitro Synthese 
o: IRS; A: S20 



Diese E r g e b n i s s e s i n d a l s o im Widerspruch zu denen von Zubay 

[35], s i n d aber auch i n gewissem Maße von der j e w e i l i g e n tRNA 

Präparation abhängig. Weshalb d i e S20 Synthese b e i höheren 

tRNA K o n z e n t r a t i o n e n s t a r k gehemmt w i r d , i s t u n k l a r ; es s e i 

jedoch darauf hingewiesen, daß e i n e Auftrennung von 200 \ig 

tRNA im 3 % Acrylamid-SDS Gel nach Gegenheimer et a l . [53] 

und anschließende "Färbung" mit Ethidiumbromid k e i n e r l e i Hin­

weise auf e i n e e v e n t u e l l e V e r u n r e i n i g u n g der tRNA mit rRNA e r ­

b r a c h t e . Die w e i t e r e n Versuche wurden deshalb b e i e i n e r tRNA 

K o n z e n t r a t i o n von 50 ug/ml Inkubationsgemisch durchgeführt. 

3^3^4^_^hän^i2ke^t_der_in_vi^ 

Nach Zubay i s t für jede S30 Präparation d i e optimale Mg + + Ionen 

K o n z e n t r a t i o n für d i e i n v i t r o Synthese zu bestimmen. In d i e s e r 

A r b e i t wurde a l s optimale K o n z e n t r a t i o n für verschiedene S30 

Präparationen - auch aus verschiedenen E. c o l i Stämmen - jeweils 

e i n Wert von 15 mM gefunden. 

Auch für d i e K + Ionen K o n z e n t r a t i o n ergab s i c h für a l l e S30 Prä­

p a r a t i o n e n e i n i d e n t i s c h e r o p t i m a l e r Wert, nämlich 55 mM. Dabei 

wurde e i n e l i n e a r e und p a r a l l e l e Abhängigkeit für d i e Synthese 

von IRS und S20 im B e r e i c h zwischen 5 und 55 mM f e s t g e s t e l l t . 

Da zum i n v i t r o System k e i n " E n e r g i e " - r e g e n e r i e r e n d e s System zu­

gegeben w i r d , muß ATP i n hohem Uberschuß verwendet werden. Im 

N o r m a l f a l l wurde 2,2 mM ATP z u g e s e t z t , was, wie Abbildung 8 

z e i g t , einem etwa 5- b i s 10-fachem Uberschuß an ATP e n t s p r i c h t . 
32 

Wurde dagegen d i e Synthese von P markiertem ppGpp gemessen, 



so wurde d i e ATP K o n z e n t r a t i o n auf 0,44 mM r e d u z i e r t , um einen 
32 

genügend hohen Einbau von P i n ppGpp zu e r r e i c h e n ; d i e Ge­

samtsynthese des Systems wurde davon jedoch n i c h t beeinflußt 

(Abbildung 8 ) . 

I L 

1 2 
ATP (mM ) 

Abbildung 8: 
ATP Abhängigkeit der Gesamtsynthese in vitro 



3.4. C h a r a k t e r i s i e r u n g des entkoppelten i n v i t r o Systems 

Zur Analyse, ob mögliche E f f e k t o r e n auf der Ebene der Trans­

k r i p t i o n oder T r a n s l a t i o n wirken, wurde das gekoppelte i n v i t r o 

System i n zwei Teilsysteme getrennt, d i e s p e z i f i s c h für Tran­

s k r i p t i o n beziehungsweise T r a n s l a t i o n s i n d . Eine solche Tren­

nung des Systems wäre e r r e i c h t , wenn man dem i n v i t r o System 

zwar S30 E x t r a k t , jedoch keine Aminosäuren z u s e t z t , um zu­

nächst nur T r a n s k r i p t i o n zu erlauben. Für den anschließenden 

T r a n s l a t i o n s s c h r i t t würde dann d i e Zugabe von Ri f a m p i c i n zur 

Hemmung der RNAP, und Zusatz von Aminosäuren zum S t a r t der 

T r a n s l a t i o n genügen. E i n s o l c h e r Ansatz war jedoch n i c h t durch­

führbar, da im i n v i t r o System eine hohe p r o t e o l y t i s c h e A k t i v i ­

tät v o r l i e g t . Werden nämlich d i e v i e r Aminosäuren Tryptophan, 

I s o l e u c i n , Methionin und L y s i n n i c h t zum Inkubationsgemisch 

gegeben, so i s t d i e Syntheseaktivität dadurch n i c h t beeinträch­

t i g t . 

Das h i e r verwendete T r a n s k r i p t i o n s s y s t e m e n t h i e l t a l l e Bestand­

t e i l e des gekoppelten i n v i t r o Systems, jedoch wurden n i c h t 

6000 ug S30 P r o t e i n , sondern 4000 ug S100 P r o t e i n pro ml Inku­

bationsgemisch zugegeben. Wurden nur d i e oberen d r e i V i e r t e l 

des Überstandes nach e i n e r zweistündigen Z e n t r i f u g a t i o n des 

S30 E x t r a k t s a l s S100 F r a k t i o n verwendet, so war d i e RNAP Ab­

hängigkeit der i n v i t r o Synthese w e s e n t l i c h stärker ausgeprägt 

a l s b e i Verwendung des gesamten Uberstandes (T a b e l l e 5). G l e i c h ­

z e i t i g war d i e Leerwertsyntheseaktivität (d.h. ohne Zugabe von 

Ribosomen) eines solchen Gesamtextrakts w e s e n t l i c h höher, so 



Tabelle 5: 
Vergleich der in vitro Synthese im gekoppelten und entkoppel­
ten System. 
Die Zugabe erfolgte zu Proben, die alle Bestandteile des ge­
koppelten Systems außer S30 Extrakt enthielten. Die zugegebe­
nen 70S Ribosomen waren zweimal abzentrifugiert. S100a: nur 
die oberen drei Viertel des Überstandes einer zweistündigen 
100 000 g Zentrifugation verwendet; S100b: gesamter Überstand 
einer zweistündigen 100 000 g Zentrifugation verwendet; U: 
Einheiten nach [85]. 

Zugabe % Synthese von heiß 
TCA präzipitierbarem 

Material 

- 6 
S30 100 

S30 + 0,4 U RNAP 115 
S30 • 4 U RNAP 176 

S100 a 3 
70s 2 

S1O0a+ 70s 124 

SlOOa + 70s + 0,4 U RNAP 274 

SICO* • 70s + 4U RNAP 492 
SICK?* 23 

S100*> + 70s 131 
S'\00h + 70s + 4 U RNAP 268 

daß zu schließen i s t , daß im u n t e r s t e n V i e r t e l des S1O0 Über­

standes RNAP und Ribosomen im V e r g l e i c h zum r e s t l i c h e n über­

stand a n g e r e i c h e r t s i n d . Für d i e weiteren Versuche wurden des­

wegen nur d i e oberen d r e i V i e r t e l des Überstandes a l s S100 

F r a k t i o n verwendet. Die u n t e r s c h i e d l i c h e Gesamtaktivität b e i ­

der S100 E x t r a k t e kann dadurch erklärt werden, daß im untersten 



V i e r t e l des S100 Uberstandes möglicherweise hemmende Bestand­

t e i l e oder Aktivitäten a n g e r e i c h e r t s i n d . Die T r a n s k r i p t i o n 

wurde beendet durch Zugabe von 2 u.g Rifampicin/ml Inkubations­

gemisch; b e r e i t s 0,2 u.g Rifampicin/ml hemmen d i e T r a n s k r i p t i o n 

um über 90 %. 

Wie Abbildung 9 z e i g t , i s t d i e T r a n s k r i p t i o n über mindestens 

10 min l i n e a r von der I n k u b a t i o n s z e i t abhängig. In d i e s e r A r b e i t 

30000-
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Abbildung 9: 
Zeitabhängigkeit der Transkription im entkoppelten System. 
Die Transkription wurde nach verschiedenen Zeiten, wie in 3.4. 
beschrieben, beendet. Die Translation betrug für alle Proben 
45 min. 



wurden 5 min T r a n s k r i p t i o n s z e i t für das e n t k o p p e l t e i n v i t r o 

System gewählt. D i r e k t nach Beendigung der T r a n s k r i p t i o n durch 

den Zusatz von R i f a m p i c i n wurde das T r a n s l a t i o n s s y s t e m durch 

d i e Zugabe von 1500 [ig 70S Ribosomen/ml Inkubationsgemisch ge­

s t a r t e t . R i f a m p i c i n wurde zwar i n Methanol gelöst, d i e Endkon­

z e n t r a t i o n an Methanol im i n v i t r o System b e t r u g jedoch nur 

0.1 %. Kon z e n t r a t i o n e n von über 0,5 % Methanol erzeugen u n s p e z i ­

f i s c h e E f f e k t e im i n v i t r o System ( n i c h t g e z e i g t ) . Wurden d i e 

zugegebenen Ribosomen n i c h t wie i n 2.3.1. b e s c h r i e b e n präpariert, 

sondern der N i e d e r s c h l a g samt der bräunlichen D e c k s c h i c h t nach 

der e r s t e n zweistündigen Z e n t r i f u g a t i o n b e i 100 000 g verwendet, 

so war a) d i e Gesamtaktivität des Systems auf 60 % v e r r i n g e r t 

und b) d i e Leerwertsyntheseaktivität m e r k l i c h erhöht (34 % ) . Die 

Translationsaktivität war über 60 min l i n e a r abhängig von der In­

k u b a t i o n s z e i t , sowohl für e i n e vorausgegangene T r a n s k r i p t i o n s z e i t 

von 5 oder 10 min. Im w e i t e r e n wurden 45 min T r a n s l a t i o n s z e i t im 

entkoppelten System verwendet. Das T r a n s l a t i o n s s y s t e m i s t durch 

Zusatz von 20 ug Streptomycin/ml Inkubationsgemisch f a s t v o l l ­

ständig hemmbar, während e i n Zusatz von b i s zu 200 ug R i f a m p i c i n / 

ml keinen E f f e k t auf d i e Translationsaktivität z e i g t . 

3.5. R e g u l a t i o n der i n v i t r o Synthese durch unübliche Nucleo­

t i d e 

Aus Abbildung 10 geht h e r v o r , daß d i e Synthese von IRS im ge­

koppelten i n v i t r o System b e i Zusatz von p h y s i o l o g i s c h e n Kon-
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Abbildung 10: 

Einfluß von ppGpp auf die 
in vitro Synthese von IRS, 
S20 und heiß TCA fällbarem 
Material im gekoppelten Sy-
s t em. 

o: IRS 

A: S20 

•: Gesamtsynthese 

z e n t r a t i o n e n an ppGpp um den F a k t o r 4 d e r e p r i m i e r t w i r d ; d i e 

Synthese des r - P r o t e i n s S20 w i r d ebenso e i n d e u t i g r e p r i m i e r t . 

Die Synthese des dapB Genprodukts w i r d b e i 0,2 mM ppGpp l e i c h t 

d e r e p r i m i e r t (140 % ) , i s t jedoch b e i e i n e r K o n z e n t r a t i o n von 

0,4 mM ppGpp b e r e i t s auf 40 % Restsynthese r e p r i m i e r t . Der 

hauptsächliche r e g u l a t o r i s c h e E f f e k t von ppGpp l i e g t (zumin­

d e s t für IRS und S20) auf der Ebene der T r a n s k r i p t i o n (siehe 

Abbildung 11). 

Der i n h i b i e r e n d e E f f e k t von ppGpp auf d i e T r a n s l a t i o n kann 

nach einem von G a l l a n t [86] vorgeschlagenem M o d e l l für den Wir-



ppGpp(mM) ppGpp (mM) 

Abbildung 11: 
Einfluß von ppGpp auf die in vitro Synthese im entkoppelten in 
vitro System. 
a: ppGpp wurde ins Transkriptionssystem zugegeben; 
b: ppGpp wurde ins Translationssystem zugegeben. 

o: IRS; A: S20 

kungsmechanismus von ppGpp darauf beruhen, daß d i e s e s Nucleo-

t i d a l s GTP-Kompetitor d i e Aktivität von EFTu und EFG b e e i n ­

flußt und so im i n v i t r o System ei n e Verlangsamung der Trans­

l a t i o n b e w i r k t . Daß ppGpp Einflüsse auf d i e T r a n s l a t i o n s r a t e 

h a t , wurde von O ' F a r r e l l [87] i n e i n e r sehr eleganten A r b e i t 

nachgewiesen. 

Di e R e p r e s s i o n der Synthese von r - P r o t e i n e n durch ppGpp konnte 

damit b i s h e r i n a l l e n untersuchten Fällen (für mehr a l s 30 r -

P r o t e i n e ) d e m o n s t r i e r t werden [88, 89]. Diese i n v i t r o gewon­

nenen E r g e b n i s s e stimmen gut damit überein, daß i n v i v o d i e 

Synthese von r - P r o t e i n e n der " s t r i n g e n t " K o n t r o l l e u n t e r l i e g t [ 9 0 ] . 



Daß ppGpp d i e Synthese von r - P r o t e i n e n auf der Ebene der Tran­

s k r i p t i o n beeinflußt, wurde b i s h e r nur für S20 (diese A r b e i t ) 

sowie für d i e P r o t e i n e L10 und L12 [88] nachgewiesen. E i n e 

Wirkung von ppGpp auf d i e T r a n s k r i p t i o n wurde jedoch außerdem 

a u f g e z e i g t für d i e i n v i t r o Synthese des E l o n g a t i o n s f a k t o r s Tu 

[66, 68] und der Enzyme des h i s [91] sowie des t r p und des l a c 

Operons [92]. In den beiden letztgenannten A r b e i t e n wurde e i n e 

Derepression beobachtet, was wiederum i n gutem E i n k l a n g s t e h t 

mit i n v i v o Daten [93], wonach b e i Zusatz von ppGpp zu permea-

b i l i s i e r t e n E. c o l i Z e l l e n d i e Synthese von Tryptophanase und 

ß-Galaktosidase auf der Ebene der T r a n s k r i p t i o n s t i m u l i e r t wird. 

Eine durch ppGpp hervorgerufene Derepression der i n v i t r o Syn­

these von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen wurde b i s h e r nur für IRS 

b e r i c h t e t [94] , jedoch kürzlich auch für d i e P h e n y l a l a n y l - und 

Threonyl-tRNA-Synthetase gefunden (E l h a r d t und Böck, unveröf­

f e n t l i c h t ) . In v i v o i s t eine Derepression der Synthese von 

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen beobachtbar, wenn die entsprechende 

Aminosäure das Wachstum l i m i t i e r t . Besonders für IRS i s t e i n e 

solche Regulation nachweisbar [95, 96], während s i e für andere 

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen n i c h t so ausgeprägt zu beobachten 

i s t [97] . Ob s i c h d i e intrazelluläre ppGpp K o n z e n t r a t i o n wäh­

rend s o l c h e r t e i l r e s t r i k t i v e r Wachstumsbedingungen ändert, wurde 

i n den entsprechenden A r b e i t e n jedoch n i c h t u n t e r s u c h t . 



3 i § ^ 2 ^ _ E i n f l u ^ _ v o n _ c ^ P _ a u f _ d i e _ i n _ v i t r o _ S Y n t h e s e 

T a b e l l e 6 g i b t eine Zusammenfassung der beobachteten E f f e k t e 

von ppGpp, cAMP und cGMP auf das gekoppelte i n v i t r o System 

wieder. Diese Ergebnisse wurden b e i Verwendung von cAMP und 

cGMP der Firma Sigma e r z i e l t ; cAMP von Boehringer (Mannheim) 

hemmte i n e i n e r K o n z e n t r a t i o n von 50 uM das i n v i t r o System 

auf 20 % Restsynthese. D i e s e r u n s p e z i f i s c h e E f f e k t dürfte 

auf Verunreinigungen der Substanz mit M e t a l l i o n e n zurückzu­

führen s e i n [98]. 

Es fällt auf, daß d i e von cAMP hervorgerufene S t i m u l i e r u n g der 

Synthese für d i e h i e r angegebenen P r o t e i n e etwa g l e i c h groß i s t . 

Tabelle 6: 
Einfluß von ppGpp, cAMP und cGMP auf die in vitro Synthese im 
gekoppelten System. 
Die getesteten Konzentrationen lagen für die einzelnen Nucleo­
tide zwischen 10 - 2500 uM (ppGpp); 0,005 - SOO ]iM (cAMP) und 
0,00005 - 50 uM (cGMP) 

1 
Zusatz von ppGpp Zusatz von cAMP Zusatz von cGMP 

Synthese von 
S20 

20 % Restsynthese b e i 
1 mM 

s t i m u l i e r t auf 160 % 
b e i 50 uM 

l e i c h t e Hemmung bei 
0,5 nM 

Synthese von 
IRS 

s t i m u l i e r t auf 300 -
400 % b e i 0,4 mM 

s t i m u l i e r t auf 200 % 
b e i 50 uM kein E f f e k t 

Synthese von 
dapB 

( D i h y d r o d i p i c o -
linsäurereduc-
tase) 

40 % Restsynthese 
b e i 0,4 mM 

s t i m u l i e r t auf 150 % 
b e i 0,5 uM kein E f f e k t 



Auch d i e Synthese von d r e i ( n i c h t i d e n t i f i z i e r t e n ) X s p e z i ­

f i s c h e n P r o t e i n e n wurde um einen Faktor von 1,4 b i s 2, und d i e 

Gesamtsynthese um einen Faktor von 1,6 s t i m u l i e r t , j e w e i l s b e i 

e i n e r cAMP Konzentration von 50 u.M. 

Die intrazellulären cAMP Konzentrationen l i e g e n je nach Wachs­

tumsbedingungen zwischen 0,2 und 10 \iM [83, 99] . Die h i e r i n 

v i t r o beobachteten E f f e k t e t r e t e n demnach b e i cAMP Konzentra­

t i o n e n auf, d i e um eine b i s zwei Größenordnungen über den i n 

v i v o vorkommenden l i e g e n . W e i t e r h i n s i n d d i e h i e r beobachteten 

i n v i t r o E f f e k t e w e s e n t l i c h g e r i n g e r a l s d i e für cAMP regu­

l i e r t e n Systeme normalerweise gefundenen (ca. 30fache S t i m u l i e ­

rung der ß-Galactosidase Synthese [100]; b i s zu 12fache Stimu­

l i e r u n g der Ga l a k t o s i d a s e Synthese [101]). 

cAMP s c h e i n t a l s o h i e r einen r e l a t i v u n s p e z i f i s c h s t i m u l i e r e n ­

den E f f e k t auf d i e Synthese im i n v i t r o System zu haben; ob 

d i e s e r E f f e k t im Zusammenhang s t e h t mit der kürzlich b e r i c h t e ­

ten Tatsache, daß cAMP einen Modulator für Polarität d a r s t e l l e n 

kann [102],wurde n i c h t u n tersucht. Die h i e r e r h a l t e n e n Ergeb­

n i s s e sagen e i n d e u t i g aus, daß cAMP n i c h t benötigt wird für die 

i n v i t r o Synthese von DHPR, IRS und r - P r o t e i n S20; ähnliche Be­

funde e x i s t i e r e n für d i e r - P r o t e i n e L7/12 [88] und L10 und L12 

[103] . 



Für d i e d r e i h i e r g e t e s t e t e n P r o t e i n e hat cGMP nur e i n e n l e i c h t 

hemmenden Einfluß auf d i e i n v i t r o Synthese von S20 (siehe 

T a b e l l e 6). Auch andere b i s h e r gefundene i n v i v o und i n v i t r o 

Ergebnisse l a s s e n noch keine Aussagen über (eine) mögliche 

R o l l e ( n ) von cGMP zu (siehe kurze Zusammenfassung i n [83,104]). 

3.6. Versuche, eine mögliche A u t o r e g u l a t i o n der Synthese von 

IRS i n v i t r o nachzuweisen 

2jL§^l^-§isher_2efundene_Phänome 

itB^A^Synthetasen 

Die durch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen k a t a l y s i e r t e n Reaktionen 

s i n d a l s Endreaktionen der Aminosäuren-Biosynthesewege und 

g l e i c h z e i t i g a l s e i n l e i t e n d e Reaktionen der P r o t e i n b i o s y n t h e s e 

a u f z u f a s s e n . Über d i e Re g u l a t i o n d i e s e r Enzyme i s t b i s h e r sehr 

wenig bekannt. A l s g e s i c h e r t kann zur Z e i t nur angesehen werden, 

daß d i e Syntheserate d i e s e r P r o t e i n e l i n e a r abhängig i s t von der 

Wachstumsrate der Z e l l e n . Eine s o l c h e Abhängigkeit wurde e r s t ­

mals i n der Arbe i t s g r u p p e von Neidhardt gefunden und a l s "meta-

b o l i c c o n t r o l " b e z e i c h n e t [14]. S i e wurde dann für w e i t e r e zehn 

u n t e r s u c h t e Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, d a r u n t e r auch IRS, de­

m o n s t r i e r t [12] . E i n zweiter Regulationsmechanismus wurde s i c h e r 

nachgewiesen für d i e A r g i n y l - [105], P h e n y l a l a n y l - [96] und I s o -

leucyl-tRNA-Synthetase [95]; h i e r wird D e r e p r e s s i o n der Synthese 



beobachtet, wenn d i e entsprechende Aminosäure das Wachstum 

l i m i t i e r t . 

In einem Übersichtsartikel d i s k u t i e r t Neidhardt [97] d r e i mög­

l i c h e Modelle zur R e g u l a t i o n von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen: 

Eine d i r e k t e Kopplung der Synthese von Aminoacyl-tRNA-Synthe­

ta s e n und Aminosäurenbiosyntheseenzymen, d i e jedoch unwahr­

s c h e i n l i c h zu s e i n s c h e i n t ; e i n e zweite Möglichkeit wäre d i e 

E x i s t e n z e i n e r m u l t i p l e n R e p r e s s i o n s k o n t r o l l e i h r e r Synthese. 

Im d r i t t e n M o d e l l w i r d g e f o r d e r t , daß e i n e der im z y k l i s c h e n 

A m i n o a c y l i e r u n g s k r e i s l a u f vorkommenden "Formen" der Aminoacyl-

tRNA-Synthetasen a l s A u t o r e p r e s s o r für d i e Synthese w i r k e . 

D i s k u t i e r t w i r d d i e s e s M o d ell für d i e IRS, für d i e b e r e i t s 

1969 [106] e i n s o l c h e r Aminoacylierungsmechanismus p o s t u l i e r t 

wurde. Mit H i l f e von i n v i t r o Experimenten s o l l t e d i e E x i s t e n z 

e i n e r s o l c h e n A u t o r e g u l a t i o n nachweisbar s e i n . 

^ § j L ? i_5ysa^z_vgn_lRS_zum^^ 

Nach dem oben beschriebenen A u t o r e g u l a t i o n s m o d e l l für d i e Syn­

these von IRS s o l l t e e i n erhöhter S p i e g e l an IRS oder e i n e r 

i h r e r Formen d i e Synthese von IRS hemmen. Eine s o l c h e S i t u a ­

t i o n kann i n v i t r o dadurch s i m u l i e r t werden, daß dem System 

g e r e i n i g t e IRS z u g e s e t z t w i r d . Wie jedoch Abbildung 12 beweist, 

beeinflußt der Zusatz von IRS weder d i e Synthese von IRS noch 

von S20. Die h i e r verwendete IRS Präparation i s t im Aminoacylie-

r u n g s t e s t a k t i v ; d i e s e l b e Präparation wurde auch für den i n 

T a b e l l e 3 wiedergegebenen Ansatz verwendet, woraus zu schließen 
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Abbildung 12: 
Abhängigkeit der in vitro Synthese von IRS und S20 von der Men­
ge an zugesetzter IRS. 

Ol IRS; A: S20 

i s t , daß s i c h zugesetzte und s y n t h e t i s i e r t e IRS zumindest i n 

i h r e n immunologischen E i g e n s c h a f t e n entsprechen. Die e i n g e ­

s e t z t e n Mengen an IRS umfassen auf jeden F a l l d i e i n der Z e l l e 

e x i s t i e r e n d e n p h y s i o l o g i s c h e n Konzentrationen des Enzyms. Nach 

Messungen von Neidhardt e t a l . [12] macht IRS i n mit e i n e r 

Wachstumsrate von 1,03 (h""1) wachsenden Z e l l e n etwa 0,2 % der 

Gesamtproteinmenge aus. Dies e n t s p r i c h t im i n v i t r o System b e i 

einem Zusatz von 6000 ng S30 Protein/ml e i n e r IRS Menge von 

12 ug/ml. 



Die Tatsache, daß Zusatz von IRS zum i n v i t r o System d i e Syn­

these von IRS n i c h t beeinflußt, läßt für s i c h a l l e i n genommen 

jedoch noch keinen Schluß auf das Fehlen von A u t o r e g u l a t i o n 

für d i e s e s Enzym zu, da d i e im S30 E x t r a k t vorhandene Enzym­

menge a u s r e i c h e n könnte, um eine maximale Repression zu e r ­

zeugen. Weiterer Zusatz von IRS würde dann natürlich keinen 

R e g u l a t i o n s e f f e k t mehr auslösen. Im nächsten Versuch wurde des­

halb das i n v i t r o System i n bezug auf IRS-Menge beziehungsweise 

Aktivität l i m i t i e r t . 

^ i G ^ ^ L i m ^ t i e ^ u n g ^ d e ^ i n ^ v i ^ 

Y20-d££i_IRS_^tiserum 

Die L i m i t i e r u n g des i n v i t r o Systems an IRS wurde erzeugt durch 

Zugabe von A n t i IRS Antiserum zu Proben des i n v i t r o Systems 

vor der Inkubation. Aus T a b e l l e 7 i s t e r s i c h t l i c h , daß d i e L i m i -

Tabelle 7: 
Einfluß von Anti IRS Antiserum auf die Gesamtsynthese im ge­
koppelten System 

Zusatz von Anti IRS Zusatz von IRS vor Gesamtaktivität 
Antiserum vor der der Inkubation (%) 
Inkubation (nl/Test) (mg/ml) 

100 
1 93 
5 24 

10 8 
5 
5 

0,86 
8,6 

45 
83 



t i e r u n g s p e z i f i s c h für IRS i s t , da d i e Hemmung durch Zugabe 

von g e r e i n i g t e r IRS zu einem großen T e i l r e v e r t i e r b a r i s t . In 

Abbildung 13 s i n d d i e Ergebnisse von Experimenten d a r g e s t e l l t , 

b e i denen d i e Aktivität des i n v i t r o Systems l i m i t i e r t wurde 

durch Zugabe von A n t i IRS Antiserum und zur K o n t r o l l e durch 

pl Anti PRS/Test ul Anti PRS/Tcst ul Anti JRS / Test 

l 

Abbildung 13: 
Synthese von IRS und S20 bei Limitierung des in vitro Systems 
durch Zusatz von Anti Isoleucyl-tRNA-Synthetase oder Anti 
Phenylalanyl-tRNA-Synthetase Antiserum. 

Das Testvolumen betrug jeweils 50 ul ; Anti IRS: Anti Isoleucyl-
tRNA-Synthetase Antiserum; Anti PRS: Anti Phenylalanyl-tRNA-
Synthetase Antiserum. Die verwendeten S30 Extrakt Präparationen 
stammten aus folgenden E. coli Stämmen: a und b: CP78; c und 
d: CP79; e: NF 161; f: NF 162 O: IRS A: S20 



A n t i Phenylalanyl-tRNA-Synthetase Antiserum. Aus Gründen der 

K l a r h e i t der D a r s t e l l u n g s i n d i n d i e s e n Kurven d i e j e w e i l i g e n 

Werte für d i e Gesamtsynthese n i c h t angegeben, s i e s i n d i n n e r ­

h a l b k l e i n e r Fehlergrenzen i d e n t i s c h mit den Werten für S20. 

Aus den i n Abbildung 13 a-d erha l t e n e n Kurven i s t zu ersehen, 

daß d i e Hemmung der i n v i t r o Synthese von IRS und S20 i n j e ­

w e i l s gleichem Ausmaß g e s c h i e h t . Würde für d i e Synthese von 

IRS e i n a u t o r e g u l a t o r i s c h e r Mechanismus v o r l i e g e n , so wäre 

unter den i n 3.6.2. genannten Voraussetzungen zu erwarten, daß 

d i e Synthese d i e s e s P r o t e i n s stärker gehemmt w i r d a l s d i e von 

S20. 

Diese Ergebnisse l a s s e n den Schluß zu, daß für d i e i n v i t r o 

Synthese von IRS ke i n Hinweis auf einen a u t o r e g u l a t o r i s c h e n 

Mechanismus e r h a l t e n werden kann. 

Die B e u r t e i l u n g der i n Abbildung 13 d a r g e s t e l l t e n Ergebnisse 

t r i f f t jedoch auf eine S c h w i e r i g k e i t : L i m i t i e r u n g der P r o t e i n ­

synthese durch Hemmung der IRS s o l l t e zu e i n e r Akkumulation un-

I l e 

beladener tRNA führen, eine Voraussetzung für d i e Synthese 

von ppGpp sowohl unter i n v i v o a l s auch i n v i t r o Bedingungen 

[27, 107]. Eine endogene Synthese von ppGpp könnte nun einen 

möglichen a u t o r e g u l a t o r i s c h e n E f f e k t überlagern oder sogar e g a l i ­

s i e r e n . Um d i e s zu untersuchen, wurden endogene Synthese und Ab­

bau von ppGpp unter den exp e r i m e n t e l l e n Bedingungen der A b b i l ­

dung 13 untersucht. 



Der Abbau von ppGpp i s t , wie das i n Abbildung 14 d a r g e s t e l l t e 

Ergebnis beweist, zumindest während der i n d i e s e r A r b e i t ge­

wählten I n k u b a t i o n s z e i t sehr g e r i n g . Das h i e r b e i e i n g e s e t z t e 

32 

P markierte ppGpp i s t im i n v i t r o System a k t i v , da d i e Syn­

these von IRS b e i e i n e r Konzentration von 0,2 mM d i e s e r Prä-
32 

p a r a t i o n um den Faktor 1,9 s t i m u l i e r t w i r d . Das P m a r k i e r t e 

M a t e r i a l h a t t e außerdem g l e i c h e L a u f e i g e n s c h a f t e n wie authen­

t i s c h e s ppGpp i n einem eindimensionalen und einem zweidimen­

s i o n a l e n Dünnschicht Chromatographiesystem. Die Abbaurate war 

für d r e i verschiedene ppGpp Konzentrationen (0,05 mM; 0,2 mM; 

Abbildung 14: 

Abbau von 32p markier­
tem ppGpp (2 mM) im ge­
koppelten in vitro Sy­
stem . 

O. 
1 M Ameisensäureextrak­
te des in vitro Systems 
wurden über eindimen-

Q. 

C 
sionale Dünnschicht-

Q. 
O 

Chromatographie aufge­
trennt . 

1 
35 80 

Jnkubationszeit (min) 



0,5 mM) konstant. 

Nach Heinemeyer und R i c h t e r [108] e x i s t i e r t i n Rohextrakten 

des E. c o l i Stammes CP78 (und i n geringem Maße auch des Stam­

mes CP79) e i n e ppGpp abbauende Aktivität, d i e i n n e r h a l b von 

2 min über 50 % des zugesetzten ppGpp (dort 0,2 mM) abbauen 

kann. In unserem F a l l war d i e s e Aktivität n i c h t f e s t s t e l l b a r , 

da s i e : 1) wärmelabil i s t [108] und deshalb während der 80 min 

V o r i n k u b a t i o n des S30 E x t r a k t e verschwindet; 2) Mn + + abhängig 

i s t [109] und deshalb im Zubay System n i c h t wirksam s e i n s o l l t e . 

Das Fehlen e i n e r D e r e pression der Synthese von IRS i n den i n 

Abbildung 13 a-d ge z e i g t e n Versuchen kann auch auf eine zu ge­

r i n g e i n v i t r o Synthese von ppGpp zurückzuführen s e i n . Um eine 

s o l c h e Synthese zu messen, wurde d i e ATP K o n z e n t r a t i o n von 2,2 
32 

auf 0,44 mM r e d u z i e r t und 10 u-Ci P/50 u l Inkubationsgemisch 
zugegeben. B e r e i t s nach 5 min Inkubation b e i 34°C war Austausch 

32 

des zugesetzten P mit den verschiedenen Nucleotidphosphaten 

e r f o l g t , und s y n t h e t i s i e r t e s ppGpp nachweisbar. Seine I d e n t i ­

tät wurde wiederum durch Co-Chromatographie mit a u t h e n t i s c h e r 

Substanz im e i n - und im zweidimensionalem System nachgewiesen. 

Da im i n v i t r o System e i n sehr rascher Austausch des zugesetz-
32 

ten P mit a l l e n anfangs unmarkierten Nucleotidphosphaten e i n ­

t r i t t , war eine Konzentrationsbestimmung des s y n t h e t i s i e r t e n 

ppGpp n i c h t möglich. Der i n v i t r o gefundene r e l a t i v e B a s a l s p i e -

g e l von ppGpp ( T a b e l l e 8) e n t s p r i c h t den i n v i v o gefundenen 

Verhältnissen jedoch r e l a t i v gut. Nach L a f f l e r und G a l l a n t [110] 



Tabelle 8: 
In vitro Synthese von ppGpp durch S30 Extrakte aus verschiede­
nen E. coli Stämmen. 
Die Inkubationszeit betrug 25 min; die angegebenen Werte sind 
berechnet auf gleiche Mengen (je 6000 ug) S30 Extrakt Protein/ 
ml Inkubationsansatz. 

Stamm verwendet für 
S30 Präparation 

r e l e v a n t e r 
Genotyp 

cpm i n 
ppGpp 

% 

CP 78 r e l + 487 100 

CP 79 r e l ~ 459 94 

NF 161 spoT r e l + 1327 272 

NF 162 spoT~ r e l 795 163 

hat nämlich e i n r e l A + s p o T ~ Stamm einen v i e r f a c h erhöhten B a s a l -

s p i e g e l an ppGpp im V e r g l e i c h zu einem r e l A + s p o T + Stamm, wäh­

rend d i e s e s Verhältnis für einen relA~spoT~ Stamm b e i 1,8 l i e g t . 

Einen Hinweis, daß d i e Synthese von ppGpp zu g e r i n g i s t , um b e i 

L i m i t i e r u n g des i n v i t r o Systems durch d i e Hemmung der I s o l e u -

c y l - oder Phenylalanyl-tRNA-Synthetase eine Derepression der i n 

v i t r o Synthese von IRS zu verursachen, l i e f e r t das Ergebnis der 

i n Abbildung 13 e und f d a r g e s t e l l t e n Versuche. Die g e f o r d e r t e 

D e r e p r e s s i o n der IRS Synthese i s t nämlich beobachtbar, wenn e i n 

S30 E x t r a k t verwendet wird, der erhöhte B a s a l s p i e g e l an ppGpp 

s y n t h e t i s i e r e n kann. 



^i§i5i_?££eu2un2_einer_stringe^ 

System 

Die i n v i t r o Synthese von ppGpp kann b e i L i m i t i e r u n g des Sy­

stems durch Antikörper-Zugabe um etwa den Fa k t o r 1,5 tatsäch-

Ü e h - erhöht werden (siehe T a b e l l e 9). Eine s o l c h e S t e i g e r u n g 

i s t b e i Verwendung eines S30 E x t r a k t s aus CP78 o f f e n s i c h t l i c h 

n i c h t a u s r e i c h e n d um eine meßbare Derepression der Synthese 

von IRS zu beobachten (Abb. 13). Wird jedoch S30 E x t r a k t des 

Stammes NF161 verwendet, so kann der ppGpp B a s a l s p i e g e l im 

V e r g l e i c h zu Stamm CP78 um einen Faktor von 2,88 erhöht und 

eine s i g n i f i k a n t e D erepression der Synthese von IRS (Abb. 13) 

e r r e i c h t werden. 

Tabelle 9: 
In vitro Synthese von ppGpp bei teilweiser Limitierung des Sy­
stems. 
Die Proben wurden 20 min bei 34°C inkubiert; angegeben sind je­
weils die Bedingungen, die maximale ppGpp Produktion erbrachten. 
a: bei einer BD TA Konzentration von 2 mM ist die Gesamt Synthese 
(ohne Zusatz von Anti IRS Antiserum)bereits auf 57 % gehemmt. 

Anti IRS Antiserum Gesamtsynthese ppGpp Synthese Stamm verwendet für 
zugesetzt vor ( % ) ( % ) S30 Präparation 
Inkubation 
(jil/50ul Testvolumen) 

100 100 CP78 
3 61 142 CP78 

100 100 NF161 
3 54 150 NF161 

3 + EDTA (2 mM) 48 a 238 NF161 



Durch Veränderung eines Parameters - der K o n z e n t r a t i o n an ak­

t i v e r IRS - i s t damit eine K o n t r o l l s i t u a t i o n e r z e u g t worden, 

d i e zumindest e i n e r schwachen " s t r i n g e n t " R e g u l a t i o n e n t s p r i c h t . 

Dies i s t deshalb zu betonen, w e i l a l l e b i s h e r veröffentlichten 

i n v i t r o Experimente, d i e d i e s t r i n g e n t K o n t r o l l e s i m u l i e r t e n , 

über Zusatz von ppGpp e r f o l g t e n , und den i n v i v o Bedingungen, 

zumindest was den Beladungsgrad von tRNA angeht, n i c h t ent­

sprechen . 

Wie T a b e l l e 9 z e i g t , kann d i e i n v i t r o Synthese von ppGpp durch 

Zusatz von EDTA w e i t e r erhöht werden. Die h i e r z u nötigen EDTA 

Konzentrationen l i m i t i e r e n d i e Gesamtsynthese aber b e r e i t s auf 

57 % und s t e i g e r n ohne Zusatz von A n t i IRS Antiserum d i e ppGpp 

Synthese auf 170 %. 

3.7. Versuche zur A u t o r e g u l a t i o n des r - P r o t e i n s S20 

2 i Z i 1^-Si^wfli _aus _ f r ^ h ^ 

S e i t längerer Z e i t i s t bekannt, daß der Po o l an f r e i e n r - P r o ­

t e i n e n i n der Z e l l e , v e r g l i c h e n mit der Gesamtmenge an r - P r o ­

t e i n e n entweder sehr g e r i n g oder überhaupt n i c h t meßbar i s t 

(siehe z.B. [30-32]). Frühere A r b e i t e n aus dem Labor von Böck 

[33] und Takata [34] z e i g t e n w e i t e r h i n , daß r - P r o t e i n e keinen 

Gendosis E f f e k t zeigen, wobei S20, S21 , L21 und L27 Ausnahmen 

d a r s t e l l e n . Vor kurzem wurde nun gefunden, daß für mRNA, d i e 



für r - P r o t e i n e c o d i e r t , dagegen e i n d e u t i g e i n Gendosis E f f e k t 

e x i s t i e r t [111]. Diese Befunde führten 1979 zur P o s t u l a t i o n 

e i n e s Modells für d i e R e g u l a t i o n der Synthese von r - P r o t e i n e n 

d u r c h Noraura und M i t a r b e i t e r [112], nämlich daß r - P r o t e i n e 

i h r e eigene Synthese, a l s o a u t o r e g u l a t o r i s c h , b e e i n f l u s s e n 

können. E i n e s o l c h e A u t o r e g u l a t i o n s o l l t e durch i n v i t r o Ver­

suche k l a r nachweisbar s e i n . 

3^7^2^_Zusatz_yon_2ereinigtem_r^ 

i n _ v i t r o _ S y stein 

B e i Zusatz von g e r e i n i g t e m r - P r o t e i n S20 zum i n v i t r o System 

w i r d weder d i e Synthese von IRS noch d i e Gesamtsynthese (nicht 

g e z e i g t ) w e s e n t l i c h beeinflußt. Die Synthese des r - P r o t e i n s 

S20 wird,wie i n Abbildung 15 d a r g e s t e l l t i s t , auf z i r k a 65 % 

Restsynthese unterdrückt, wobei d i e s e r E f f e k t b e i höheren S20 

K o n z e n t r a t i o n e n g e r i n g e r i s t . Diese Repression der S20 Synthese 

l i e g t zwar nur knapp über der Fehlergrenze des Systems, wurde 

jedoch i n d r e i unabhängigen Experimenten beobachtet. 

Daß d i e i n v i t r o Synthese von r - P r o t e i n e n durch Zusatz von ge­

r e i n i g t e n r - P r o t e i n e n r e p r i m i e r b a r i s t , wurde g l e i c h z e i t i g auch 

von zwei anderen A r b e i t s g r u p p e n entdeckt [113-115]. Fukuda [114] 

b e r i c h t e t , daß d i e Synthese von L10 und L7/12 auf 40 beziehungs­

weise 50 % Restsynthese r e p r i m i e r b a r i s t . Die aus der A r b e i t s ­

gruppe von Nomura stammenden Daten [115] s i n d n i c h t q u a n t i f i ­

z i e r t , jedoch i s t e r s i c h t l i c h , daß auch i n diesem F a l l e nur 

ei n e t e i l w e i s e Reduktion e r f o l g t . Es g i b t mehrere mögliche E r -



Abbildung 15: 
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klärungen, warum nur eine p a r t i e l l e R epression beobachtbar i s t : 

1 . Zur Reinigung der entsprechenden r - P r o t e i n e wurden i n unse­

r e r und Nomuras A r b e i t [113, 115] den a t u r i e r e n d e Bedingungen 

verwendet; es i s t möglich, daß d i e im A u t o r e g u l a t i o n s m o d e l l 

g e f o r d e r t e Bindefähigkeit der r - P r o t e i n e an i h r e mRNA da­

durch beeinträchtigt wird. Tatsächlich hat Fukuda [114] b e i 

I s o l i e r u n g e i n e s L10-L7/12 Komplexes unter n i c h t d e n a t u r i e ­

renden Bedingungen (unveröffentlicht) e i n e stärkere Repres­

s i o n der Synthese von L10 beziehungsweise L7/12 beobachtet, 

a l s s i e h i e r für d i e Synthese von S20 gefunden wurde. 

2. Wird von e i n e r für r - P r o t e i n e codierenden mRNA abgelesen, 



so könnte während d i e s e s Vorgangs d i e Komplexierung der 

mRNA mit ihrem s p e z i f i s c h e n r - P r o t e i n zumindest erschwert 

s e i n . Dies würde einen gewissen B a s a l s p i e g e l der Synthese 

von r - P r o t e i n e n erlauben. 

3. A n d e r e r s e i t s könnte d i e g e f o r d e r t e Komplexierung von mRNA 

und r - P r o t e i n auf Grund von konformativen E f f e k t e n besonders 

gut während der T r a n s l a t i o n des entsprechenden r - P r o t e i n s 

e r f o l g e n , so daß Zusatz von komplett t r a n s l a t i e r t e m S20 

keinen großen Einfluß auf d i e Synthese d i e s e s P r o t e i n s haben 

könnte. 

Entsprechend dem A u t o r e g u l a t i o n s m o d e l l s o l l t e n r - P r o t e i n e mit 

zwei v e r s c h i e d e n e n Substraten komplexieren können: i h r e r mRNA 

und dem j e w e i l i g e n Zwischenprodukt des Assembly-Prozesses von 

Ribosomen. E i n e erhöhte Assemblyrate s o l l t e dementsprechend 

ein e D e r e p r e s s i o n der Synthese von r - P r o t e i n e n zur Folge haben. 

Solche Bedingungen s i n d im h i e r v o r l i e g e n d e n i n v i t r o System e r ­

zeugbar, da das i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e r - P r o t e i n S20 an 16S 

rRNA binden kann und damit e i n "Verbrauch" des r - P r o t e i n s S20 

im Assembly Prozeß s i m u l i e r t wird. 

3 i Z i ^ _ 2 u s a t z _ y o n _ r ^ A _ z u m _ g e 

Wie Abbildung 16 beweist, wir d d i e Synthese von S20 durch den 

Zusatz von 16S rRNA g e s t e i g e r t , während d i e Synthese des IRS 

und d i e Gesamtsynthese (nicht gezeigt) n i c h t beeinflußt werden. 

D i e s e r E f f e k t i s t s p e z i f i s c h für 16S rRNA, da weder 5S noch 23S 

rRNA ein e s o l c h e Derepression der S20 Synthese h e r v o r r u f e n (Ab-



- - i — i 1 i i l i i 
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b i l d u n g 17). Die im gekoppelten i n v i t r o System höchste beob­

achtete Derepression l a g b e i 240 %, v e r g l i c h e n mit Proben ohne 

16S rRNA Zusatz. Diese "Aktivität" der 16S rRNA hängt von der 

j e w e i l i g e n Präparation ab; das Maximum der Der e p r e s s i o n l a g 

b e i e i n e r Konzentration zwischen 0,05 b i s 0,5 ug 16S rRNA pro 

ml Inkubationsgemisch. Die s t i m u l i e r e n d e Aktivität von 16S rRNA 

geht b e i längerer Lagerung v e r l o r e n . Wird f r i s c h präparierte 

16S rRNA 20mal e i n g e f r o r e n und wieder aufgetaut, so s i n k t d i e 

beobachtete Derepression der S20 Synthese von 200 auf 140 %, 

wobei Agarose SDS Gel e l e k t r o p h o r e s e von so behandelter 16S rRNA 

keine Größenunterschiede erkennen läßt. 
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Abbildung 17: 
Synthese von S20 bei Zusatz von 5S, 16S und 23S rRNA. 
Die Werte geben die S20 Synthese an bei Zusatz von 

•: 5S rRNA; A: 16S rRNA; •: 23S rRNA 

Die h i e r g e s c h i l d e r t e n Ergebnisse l a s s e n den Schluß zu, daß 

durch d i e Zugabe von 16S rRNA zum i n v i t r o System e i n Assembly-

Prozeß s i m u l i e r t wird, durch den der a u t o r e g u l a t o r i s c h e E f f e k t 

von S20 auf seine Synthese a u s g e s c h a l t e t wird. 

Damit wäre das von F a l l o n et a l . [112] p o s t u l i e r t e Modell für 

d i e Regulation der Synthese von r - P r o t e i n e n , zumindest für S20, 

bewiesen, wenn folgende d r e i Bedingungen erfüllt s i n d : 

1. Der b e i Zusatz von 16S rRNA erhöhte S p i e g e l an S20 muß t a t -



sächlich auf Derepression der Synthese und n i c h t auf einem 

verminderten Abbau von S20 beruhen. 

2. Das i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e S20 muß an d i e zugesetzte 16S 

rRNA komplexiert s e i n . 

3. Der D e r e p r e s s i o n s e f f e k t muß auf der Ebene der T r a n s l a t i o n 

e r f o l g e n . 

Diese Voraussetzungen werden i n den folgenden Experimenten ge­

prüft. 

3^7^4^_Abbaurate_von_IRS_und_S20 

Die S t e i g e r u n g der S20-Synthese durch g l e i c h z e i t i g anwesende 

16S rRNA muß n i c h t notwendigerweise auf e i n e r Derepression der 

S20-Bildung beruhen, sondern ließe s i c h auch dadurch erklären, 

daß 16S rRNA einen Schutz gegen endogenen Abbau mit s i c h b r i n g t 

Es wurden deshalb d i e Abbauraten im i n v i t r o System von S20, 

und zur K o n t r o l l e von IRS, ohne und mit Zusatz von 16S rRNA be­

stimmt. H i e r z u wurden Proben des T r a n s k r i p t i o n s - / T r a n s l a t i o n s -

Systems 45 min b e i 34°C i n k u b i e r t und dann d i e weitere Synthese 

durch Zugabe von R i f a m p i c i n (2 u,g/ml) und Streptomycin (20 ug/ 

ml) unterbrochen. Die Proben wurden ve r s c h i e d e n lang w e i t e r i n -

k u b i e r t und anschließend auf d i e j e w e i l i g s y n t h e t i s i e r t e Menge 

an IRS und S20 a n a l y s i e r t . 

Aus Abbildung 18 i s t e r s i c h t l i c h , daß: 

1. der Zusatz von 16S rRNA wiederum eine etwa zweifache Stimu­

l a t i o n der Synthese von S20 erzeugt und 2. d i e Abbauraten für 

IRS und S20 ohne und mit Zusatz von 16S rRNA g l e i c h s i n d . 
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Abbildung 18: 
Abbau von vorsynthetisiertem r-Protein S20 (ä) und von IRS (o) 
im gekoppelten in vitro System 
a: ohne 16S rRNA; b: mit 0,5 ug 16S rRNA/ml Inkubationsgemisch 
(vor Beginn der in vitro Synthese zugegeben). 

Die h i e r gefundenen Ergebnisse stimmen gut überein mit Daten 

von L i n d a h l et a l . [89], wonach i n v i t r o nur 10 % der f r e i v o r ­

l iegenden r - P r o t e i n e i n n e r h a l b von 25 min abgebaut werden. 

W e i t e r h i n z e i g t e n i n v i v o Experimente [116], daß S20 zur Gruppe 

der sehr s t a b i l e n r - P r o t e i n e gehört. 

E i n Schutz vor endogenem Abbau von S20 im i n v i t r o System s o l l t e 

jedoch e r r e i c h b a r s e i n durch Zugabe von r e l a t i v hohen Mengen an 

gereinigtem S20. Solche Bedingungen l i e g e n i n dem i n Abbildung 

15 d a r g e s t e l l t e n Experiment vor; tatsächlich konnte b e i hohen 



S20 Konzentrationen auch eine g e s t e i g e r t e Ausbeute an r a d i o ­

a k t i v markiertem S20 f e s t g e s t e l l t werden. 

3 Z ^ § i _ Komp^e^ie^ung _ von_ i n ̂  

§2Q_an_zugebetzte_^6S_rRNA 

Zur Bestimmung, ob das i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e r - P r o t e i n S20 

an zugesetzte 16S rRNA b i n d e t , wurden 50 u l Proben des gekop­

p e l t e n i n v i t r o Systems s o f o r t nach der Inkubation i n 2,5 ml 

P u f f e r , der 10 mM ans T r i s - C l pH 7.5 und 0,2 mM an MgCl 2 war 

und 50 \xg RNase f r e i e DNase e n t h i e l t , gebracht und 15 min b e i 

34°C i n k u b i e r t . Nach anschließender G r a d i e n t e n z e n t r i f u g a t i o n 

wurden aus den d i e 16S rRNA enthaltenden F r a k t i o n e n (siehe Ta­

b e l l e 10) d i e Ribonukleoproteinkomplexe i s o l i e r t und der Ge­

h a l t an S20 bestimmt. Die auf d i e Saccharose-Gradienten auf­

getragene Menge an 16S rRNA war zu g e r i n g , um e i n e r &260 

Tabelle 10: 
Verteilung von in vitro synthetisiertem S20 in Saccharosegra­
dienten nach der Zentrifugation. 
Die Gradienten enthielten einschließlich Probe 36 ml. In Gra­
dienten, auf die 50 ug 16S rRNA aufgelagert wurden, war nach 
der Zentrifugation 16S rRNA ausschließlich in Fraktion 3 fest­
stellbar. 

Fraktion ml ab Probenoberf lache Anteil des eingesetzten S20 (%) 

1 0 - 5 26 
2 6 - 1 3 25 
3 1 4 - 2 2 35 
4 2 3 - 3 6 <2 



Messung zugänglich zu s e i n . Die S e d i m e n t a t i o n s p o s i t i o n von 

16S rRNA wurde deswegen durch Z e n t r i f u g a t i o n von 50 jig 16S rRNA 

i n einem V e r g l e i c h s g r a d i e n t e n bestimmt. Die entsprechenden Frak­

t i o n e n wurden von Gradienten, d i e M a t e r i a l des i n v i t r o Systems 

e n t h i e l t e n , gesammelt. Die V e r t e i l u n g des b e i Zusatz von 0,5 ug 

16S rRNA/ml i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n S20 i n verschiedenen Frak­

t i o n e n nach der Z e n t r i f u g a t i o n i s t i n T a b e l l e 10 angegeben. 

Wie Abbildung 19 z e i g t , i s t d i e Menge des so i s o l i e r t e n , i n 

v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n , S20 abhängig von der zugesetzten Menge 

an 16S rRNA. Dieses Ergebnis z e i g t danach, daß das i n v i t r o 

s y n t h e t i s i e r t e S20 an d i e 16S rRNA komplexiert. 

3000 

Abbildung 19: 
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^iZi§i_2§£e2ression_der_S20_^ 

Um zu untersuchen, ob d i e S t i m u l a t i o n der Synthese von r - P r o ­

t e i n S20 auf der Ebene der T r a n s k r i p t i o n oder T r a n s l a t i o n e i n ­

s e t z t , wurde 16S rRNA i n das oben beschriebene getrennte i n 

v i t r o System e i n g e s e t z t . Aus den i n T a b e l l e 11 zusammengestell­

t e n Daten geht e i n d e u t i g hervor, daß d i e Steigerung der S20 

Synthese auf der Ebene der T r a n s l a t i o n s t a t t f i n d e t . Zwei E f ­

f e k t e verdienen zusätzlich Beachtung: 

1. Wird 16S rRNA nur zum T r a n s k r i p t i o n s s y s t e r a z u g e s e t z t , so 

Tabelle 11: 

Synthese von S20 und IRS bei Zusatz von 16S rRNA zum gekoppel­
ten und zum getrennten Transkriptions-/Trans 1ations in vitro 
System 

Zugabe von 
16s rRNA 

r e l a t i v e Synthese 
von S20 (%) 

r e l a t i v e Synthese 
von IRS (%) 

keine 100 100 

während T r a n s c r i p t i o n 83 96 

während T r a n s l a t i o n 367 127 

während T r a n s c r i p t i o n 
und T r a n s l a t i o n 

184 84 

im gekoppelten System 205 112 



i s t der s t i m u l i e r e n d e E f f e k t n i c h t mehr im da r a u f f o l g e n d e n 

T r a n s l a t i o n s v o r g a n g wirksam. 2. Wird 16S rRNA nur zum T r a n s ­

l a t i o n s s y s t e m zugegeben, so i s t e i n e um den Faktor 2 höhere 

D e r e p r e s s i o n zu beobachten, v e r g l i c h e n mit Ansätzen, i n denen 

d i e 16S rRNA entweder sowohl dem T r a n s k r i p t i o n s - und T r a n s ­

l a t i o n s - S y s t e m oder dem gekoppelten System zugesetzt w i r d . Die 

Grundlage d i e s e r Beobachtung i s t zur Z e i t noch n i c h t v e r s t a n ­

den, jedoch wurden ähnliche Ergebnisse durch d i e Ar b e i t s g r u p p e 

von Nomura für d i e Repression der Synthese von r - P r o t e i n e n b e i 

Zugabe von g e r e i n i g t e n r - P r o t e i n e n e r h a l t e n [115]. 

Die i n den A b s c h n i t t e n 3.7.2. b i s 3.7.6. beschriebenen Ergeb­

n i s s e haben g e z e i g t , daß: 1. f r e i e s S20 sei n e Synthese zumin­

dest p a r t i e l l r e p r i m i e r e n kann; 2. durch Komplexierung von S20 

an 16S rRNA ein e Derepression der Synthese von S20 erzeugt wer­

den kann; 3. d i e s e Derepression auf der Ebene der T r a n s l a t i o n 

s t a t t f i n d e t . 

Das von Nomura und M i t a r b e i t e r n [112] p o s t u l i e r t e Modell e i n e r 

a u t o r e g u l a t o r i s c h e n S y n t h e s e k o n t r o l l e ribosomaler P r o t e i n e 

konnte damit durch i n v i t r o Ergebnisse unterstützt werden. 

3jLZ^jL«§£abilität_yon_fr^ 

In A b s c h n i t t 3.7.6. wurde g e z e i g t , daß der s t i m u l i e r e n d e E f f e k t 

von 16S rRNA n i c h t mehr im T r a n s l a t i o n s s y s t e m wirksam i s t , wenn 

16S rRNA zum Beginn des T r a n s k r i p t i o n s v o r g a n g s zugegeben w i r d . 

Eine mögliche Erklärung dafür wäre, daß 16S rRNA einem raschen 



Abbau u n t e r l i e g t . Um d i e s zu untersuchen, wurde d i e Stabilität 
32 

von z u g e s e t z t e r P m a r k i e r t e r rRNA im i n v i t r o System bestimmt. 

Wie Abbildung 20 z e i g t , wird f r e i e rRNA r e l a t i v r a s c h und ab­

hängig von der j e w e i l s zugesetzten Menge abgebaut. 

50-i 

3 6 15 45 
Jnkubationszeit ( min ) 

Abbildung 20: 
Abbau von 16S und 23S rRNA im gekoppelten in vitro System. 
Die Proben enthielten: (O) 0,034 ug 3 2 P markierte 23S rRNA/ml; 
CO/ • und • ; j e 0,02 ug 3 2 P markierte 16S rRNA /ml; ( 4> ) zu­
sätzlich 0,05 ug J 6 S rRNA/ml; (+) zusätzlich 0,5 ug 16S rRNA/ 
ml. 



In diesem Experiment waren keine s p e z i f i s c h e n Abbauprodukte 

f e s t s t e l l b a r , da b e i Auftrennung der Proben auf SDS P o l y a c r y l -

amidgelen [53] k e i n r a d i o a k t i v markiertes M a t e r i a l a u f t r a t , 

das e i n e Produktionsabhängigkeit mit der e i n g e s e t z t e n 16S rRNA 

erkennen ließ. 

Nach 5 min Inku b a t i o n im gekoppelten System ( e n t s p r i c h t der In­

k u b a t i o n s z e i t im T r a n s k r i p t i o n s s y s t e m ) z e i g t noch z i r k a 60 % 

der 16S rRNA unverändertes Lauf v e r h a l t e n im SDS G e l , wenn e i n e 

d i e D e r e p r e s s i o n der S20 Synthese verursachende Menge (0,5 ug 

16S rRNA/ml) z u g e s e t z t w i r d . Im T r a n s l a t i o n s s y s t e m bewirkt 

d i e s e s M a t e r i a l jedoch keine Derepression der Synthese von S20 

(T a b e l l e 11). Zwei mögliche Erklärungen hierfür s i n d : 

1. Das nach 5 min Inkubation mit r e i f e r 16S rRNA g l e i c h l a u f e n ­

de M a t e r i a l hat geringfügige konformative Veränderungen im 

i n v i t r o System e r f a h r e n , d i e ei n e Bindung von S20 b e e i n ­

trächtigen [117, 118]. 

2. 16S rRNA könnte d i e T r a n s k r i p t i o n von S20 s p e z i f i s c h e r mRNA 

i n h i b i e r e n , d i e T r a n s l a t i o n s der vor l i e g e n d e n S20 s p e z i ­

f i s c h e n mRNA jedoch a k t i v i e r e n . 

Die zweite Erklärung würde z u g l e i c h verständlich machen, wes­

halb b e i Zusatz von 16S rRNA zum T r a n s l a t i o n s s y s t e m eine höhere 

Derepression der S20 Synthese beobachtet wurde, v e r g l i c h e n mit 

den E r g e b n i s s e n , d i e b e i Zusatz von 16S rRNA zum T r a n s k r i p t i o n s ­

und T r a n s l a t i o n s - S y s t e m oder zum gekoppelten System e r z i e l t 

werden. 



Wenn d i e i n 3.7.7. gemachten Überlegungen stimmen, s o l l t e der 

stimu l i e r e n d e E f f e k t von 16S rRNA auf d i e S20 Synthese beson­

ders ausgeprägt zu Beginn der Inkubation des i n v i t r o Systems 

s e i n . Es wurde deshalb d i e Zeitabhängigkeit der Synthese des 

r - P r o t e i n s S20 i n Gegenwart von ver s c h i e d e n e n Konzentrationen 

an 16S rRNA untersucht. Wie Abbildung 21 z e i g t , nimmt d i e Syn­

th e s e r a t e von S20 ohne 16S rRNA Zusatz k o n t i n u i e r l i c h ab, wäh­

rend s i e b e i Zusatz v e r s c h i e d e n e r Mengen an 16S rRNA über län­

gere Z e i t p r o p o r t i o n a l s t e i g t , b e z i e h u n g s w e i s e konstant b l e i b t . 

Die Gesamtsyntheserate wird hingegen durch Zusatz von 16S rRNA 

n i c h t beeinflußt ( n i c h t d a r g e s t e l l t ) . 

Daß mit längerer Inkubationsdauer d i e Syn t h e s e r a t e von S20 

ständig abnimmt (siehe auch Abb. 4 und 5 ) , i s t mit dem i n 3.7.2. 

gefundenen a u t o r e g u l a t o r i s c h e n E f f e k t von S20 auf s e i n e Syn­

these zu erklären. Dies e r hemmende E f f e k t kann - wie h i e r ge­

z e i g t - durch Komplexierung des s y n t h e t i s i e r t e n S20 mit zuge­

s e t z t e r 16S rRNA aufgehoben werden. Wäre b e i längerer Inkuba­

t i o n s d a u e r d i e v e r r i n g e r t e Syntheserate von S20 auf a l l g e m e i n 

hemmende E f f e k t e - zum B e i s p i e l Abbau der e i n g e s e t z t e n DNA -

rückführbar, so s o l l t e auch d i e Synthese von IRS und d i e Ge­

samtsynthese d i e s e s V e r h a l t e n z e i g e n , was jedoch n i c h t der 

F a l l i s t (siehe Abb. 4). 



Jnkubationszeit ( min) 

Abbildung 21 : 

Zeitabhängigkeit der S20 Synthese bei Zusatz 
von 16S rRNA. 
Die Proben enthielten: 

(A) : iceine 16S rRNA 

(A): o,05 ug 16S rRNA/ml 

( A ) : 0,5 ug 16S rRNA/ml 
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Durch den Zusatz von 16S rRNA zur S i m u l i e r u n g des Assembly-

Prozesses werden d i e i n v i v o Verhältnisse n i c h t vollständig 

wiedergegeben. Es kann zwar b e i Verwendung von r e i f e r 16S rRNA 

eine funktionsfähige 30S U n t e r e i n h e i t i n v i t r o a s s e m b l i e r t wer­

den [119], d i e h i e r z u nötige Energie i s t jedoch b e i Verwendung 

von pr e c u r s o r 16S rRNA ge r i n g e r [120]. In v i v o s c h e i n t der 

Assembly-Prozeß b e r e i t s während der T r a n s k r i p t i o n von rRNA 

[121, 122], und damit auch an p r e c u r s o r 16S rRNA, zu beginnen. 

Sowohl nach dem i n v i v o [121] a l s auch dem i n v i t r o [123] 

Assembly-Modell für d i e 30S U n t e r e i n h e i t gehört S20 zu den 

e r s t e n Bindeproteinen für 16S rRNA und s o l l t e d e s h a l b auch an 

p r e c u r s o r 16S rRNA binden können. Da jedoch d i e R e i f u n g von 

16S rRNA aus dem primären 30S rRNA G e s a m t t r a n s k r i p t s e l b s t 

wieder e i n me h r s t u f i g e r Prozeß i s t [124] wurde dem i n v i t r o 

System rDNA zugesetzt; d i e s s o l l t e s i c h e r s t e l l e n , daß a l l e 

Zwischenstufen b i s zur g e r e i f t e n 16S rRNA im i n v i t r o System 

v o r l i e g e n . rDNA wurde dem System i n Form des Plasmids pLC19-3 

zu g e s e t z t , für das früher [125] g e z e i g t wurde, daß es das v o l l ­

ständige rrnA Operon enthält. 

Das Ergebnis e i n e s solchen Experiments i s t i n Abbildung 22 

wiedergegeben. Die so e r h a l t e n e 4,5-fache D e r e p r e s s i o n der S20 

Synthese i s t s p e z i f i s c h , da: 1. d i e Synthese von IRS und DHPR 

n i c h t d e r e p r i m i e r t wird und 2. b e i Zugabe e i n e s anderen ColE1 

Typ Plasmids d i e s e r E f f e k t n i c h t a u f t r i t t . Die h i e r im Ver-



pg pLC 19-3 DNA/ml 

A b b i l d u n g 22: 

Synthese von IRS, DHPR und S20 bei Zusatz 
von rDNA zum gekoppelten in vitro System 

( O) 
( A ) 
( •) 

IRS 

S20 

DHPR 



g l e i c h zu 16S rRNA Zugabe e r z i e l t e , über zweifach höhere S t e i ­

gerung der S20 Synthese, könnte durch zwei E f f e k t e erklärt wer­

den: 1. der Zusatz von rDNA könnte bewirken, daß im v i t r o Sy­

stem über d i e gesamte Inkubationsdauer rRNA s y n t h e t i s i e r t w i r d 

und für S20-Bindung zur Verfügung s t e h t ; 2. d i e im i n v i t r o 

System s y n t h e t i s i e r t e n 16S rRNA Moleküle könnten eine bessere 

Bindungsaffinität a l s g e r e i f t e 16S rRNA für S20 b e s i t z e n . 

3.8. Berechnungen 

Nachdem d i e Aminosäurenzusammensetzung sowohl von IRS [60] a l s 

auch von S20 [126] bekannt i s t , konnte berechnet werden, daß 

im i n v i t r o System etwa zehnmal mehr S20 Moleküle a l s IRS Mole­

küle s y n t h e t i s i e r t werden. Nach Messungen von Neidhardt e t a l . 

[12] beträgt d i e s e s Verhältnis i n v i v o , j e nach Wachstumsrate 

zwischen 7,6 b i s 16,1. Die i n v i v o und i n v i t r o Werte stimmen 

a l s o ausgezeichnet überein. 

Weitere K a l k u l a t i o n e n b e t r e f f e n d i e S t i m u l i e r u n g der Synthese 

von S20 durch Zusatz von 16S rRNA: Unter der Annahme, daß etwa 

50 % des i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e n S20 nach den entsprechenden 

Präparationsschritten wiedergefunden werden, ist,für das i n Ab­

b i l d u n g 16 wiedergegebene Experiment ei n e maximale Derepression 

der S20 Synthese b e i einem Verhältnis von 1,6 Molekülen zuge­

s e t z t e r 16S rRNA pro Molekül s y n t h e t i s i e r t e s S20 zu beobachten, 

übertragen auf i n v i v o Verhältnisse würde das bedeuten, daß e t ­

wa 30 Moleküle 16S rRNA pro Z e l l e d i e s e Derepression verursachen 

könnten ( a l s Zellausmaße wurden dabei 2 um x 1 um angenommen). 



4. SCHLUSSFOLGERUNGEN 

4.1. Voraussetzung 

Di e wohl w i c h t i g s t e Voraussetzung für eine k o r r e k t e I n t e r p r e ­

t a t i o n der g e s c h i l d e r t e n R e s u l t a t e i s t , daß d i e untersuchten 

Strukturgene unter der K o n t r o l l e i h r e s eigenen, b a k t e r i e l l e n 

Promotors stehen. Dafür wurden folgende Hinweise e r h a l t e n : 

1. Unter dem Einfluß von ppGpp werden IRS und S20 u n t e r s c h i e d ­

l i c h r e g u l i e r t ; d i e s t r i f f t für mindestens d r e i der X ddapB 

Phagen zu [94, und d i e s e A r b e i t ] . Die Gene für d i e s e P r o t e ­

i n e s o l l t e n a l s o unter dem r e g u l a t o r i s c h e n Einfluß von v e r ­

schiedenen Promotoren stehen. 

2. Wie im A b s c h n i t t 3.8. g e z e i g t wurde, stimmt das Verhältnis 

der i n v i t r o Synthese von S20 zu IRS sehr gut mit den e n t ­

sprechenden i n v i v o Daten überein. 

3. Wird dem i n v i t r o System e i n E x t r a k t z u g e s e t z t , i n dem X 

Repressor a n g e r e i c h e r t i s t , so v e r r i n g e r t s i c h d i e r e l a t i v e 

Synthese von X s p e z i f i s c h e n P r o t e i n e n , während d i e r e l a ­

t i v e n Synthesen von IRS, S20, DHPR und des carA Genprodukts 

anst e i g e n . 

4. Nach I n f e k t i o n mit X ddapB119 i s t i n UV-geschädigten Z e l l e n 

d i e Synthese von S20 [29] und einem P r o t e i n , das im e i n -



dimensionalen SDS-Acrylamidgel i d e n t i s c h mit g e r e i n i g t e r 

IRS läuft, nachweisbar (Buckel, unveröffentlicht). 

4.2. Wirkung von cAMP 

Nach Pastan und Adhya [83] kann cAMP i n E. c o l i d i e Synthese 

e i n e r V i e l z a h l von P r o t e i n e n b e e i n f l u s s e n , d i e folgende gemein­

same Ei g e n s c h a f t e n b e s i t z e n : 

1. f a s t a l l e k a t a l y s i e r e n Reaktionen des k a t a b o l i s c h e n S t o f f ­

wechsels; 

2. f a s t a l l e s i n d i n d u z i e r b a r ; 

3. wachsen d i e Z e l l e n auf Glucose a l s C-Quelle, so s i n d d i e s e 

P r o t e i n e n i c h t e s s e n t i e l l für das Wachstum. 

In d i e s e r A r b e i t wurde e i n e l e i c h t e S t i m u l i e r u n g der i n v i t r o 

Synthese von IRS, S20, DHPR und der Gesamtsynthese b e i Zugabe 

von cAMP f e s t g e s t e l l t ; der E f f e k t s c h e i n t jedoch auf e i n e r un­

s p e z i f i s c h e n S t i m u l i e r u n g des i n v i t r o Systems zu beruhen. Die 

Tatsache, daß d i e h i e r g e t e s t e t e n P r o t e i n e keine der d r e i oben 

aufgeführten Ei g e n s c h a f t e n b e s i t z e n , läßt s i c h sehr gut mit der 

Forderung v e r e i n b a r e n , daß d i e gefundene S t i m u l i e r u n g u n s p e z i ­

f i s c h i s t . 

4.3. Wirkung von ppGpp 

Die b e i Zugabe von ppGpp beobachteten Regulationsphänomene wer­

den a l s s p e z i f i s c h angesehen, w e i l s i e s i c h n i c h t g l e i c h g e r i c h t e t 



und p a r a l l e l wie b e i Zusatz von cAMP, sondern i n e i n a n d e r ent­

g e gengesetzter Weise auf d i e Synthese von IRS und S20 auswirken. 

Der Befund, daß ppGpp eine Derepression der Synthese von Amino­

acyl-tRNA-Synthetasen v e r u r s a c h t , war überraschend, i s t jedoch 

mit der folge n d e n Erklärung der p h y s i o l o g i s c h e n Wirkung von 

ppGpp i n gutem E i n k l a n g . Nach Stephens et a l . [91] w i r k t ppGpp 

a l s "Alarmon" und z e i g t einen für d i e e x i s t i e r e n d e P r o t e i n s y n ­

thesekapazität zu hohen intrazellulären S p i e g e l an unbeladener 

tRNA an. Unter solchen Bedingungen besteht k e i n Bedarf für wei­

t e r e Ribosomensynthese mehr [94]. Durch Derepression der Syn­

these von Aminosäurebiosyntheseenzymen und/oder Aminoacyl-tRNA-

Synthetasen [94] kann jedoch e i n höherer Beladungsgrad von tRNA 

e r r e i c h t werden. 

4.4. R e g u l a t i o n von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen 

Weder b e i i n v i v o Untersuchungen noch i n den h i e r g e s c h i l d e r t e n 

i n v i t r o Experimenten wurden Bedingungen gefunden, unter denen 

d i e Synthese von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen r e p r i m i e r t w i r d . 

Die Rate der B i l d u n g d i e s e r Enzyme s c h e i n t i n e r s t e r L i n i e von 

der Stärke der Promotoren i h r e r Strukturgene abzuhängen. Zwei 

r e g u l a t o r i s c h e S i g n a l e können d i e s e mehr oder weniger k o n s t i ­

t u t i v e E x p r e s s i o n jedoch modulieren: 

1. In v i v o i s t es d i e Anpassung an d i e Wachstumsrate, d i e den 

Enzymspiegel über einen zwei- b i s d r e i f a c h e n Bereich v e r ­

ändern kann. Der d i e s e r metabolischen K o n t r o l l e zugrunde­

li e g e n d e biochemische Mechanismus i s t noch unbekannt. ppGpp 



oder andere unübliche G u a n o s i n n u k l e o t i d e scheinen n i c h t 

daran b e t e i l i g t zu s e i n , da d i e intrazelluläre ppGpp Konzen­

t r a t i o n i n v e r s von der Wachstumsrate u abhängt. Hohe p, Werte 

entsprechen demnach n i e d e r e n ppGpp Konzentrationen; unter 

diesem p h y s i o l o g i s c h e n Zustand i s t d i e s p e z i f i s c h e Aktivität 

der Aminosäuren a k t i v i e r e n d e n Enzyme jedoch erhöht. 

2. In v i t r o wurde ein e S t i m u l a t i o n der T r a n s k r i p t i o n e i n e s 

Aminoacyl-tRNA-Synthetase S t r u k t u r g e n s - nämlich IRS - durch 

ppGpp beobachtet. ppGpp häuft s i c h i n v i v o unter Aminosäuren-

mangelbedingungen intrazellulär an, g l e i c h z e i t i g w i r d d i e IRS 

Synthese d e r e p r i m i e r t . Ob d i e s e beiden Vorgänge k a u s a l zu­

sammenhängen, bedarf jedoch e i n e r w e i t e r e n Analyse. 

E i n Schema zur R e g u l a t i o n der Synthese von IRS (und S20) z e i g t 

Abbildung 23. 
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P / P X 

/ \ Transkription 
ppGpp 

m RNA IAAAAA/WVM /vVVWVSI mRNA 
Translation 

JRS I c on 
1 s 2 0 Assembly 

«SrRNA i E) 1 

Abbildung 23: 
Schema zur Regulation der Synthese von IRS und S20. 
Angegeben sind die in dieser Arbeit untersuchten Regulations 
Phänomene. p: Promotor 



D i e s e im großen und ganzen k o n s t i t u t i v e Synthese von Amino­

acyl-tRNA-Synthetasen ermöglicht es der Z e l l e , den Aminoacy-

l i e r u n g s g r a d von tRNA, auch unter Aminosäuremangelbedingungen, 

auf einem möglichst hohen Niveau zu h a l t e n . Damit wir d s i c h e r ­

g e s t e l l t , daß d i e vorhandene Proteinsynthesekapazität v o l l aus­

genützt w i r d und daß e i n e o p t i m a l e G e n a u i g k e i t der P r o t e i n s y n ­

these e r h a l t e n b l e i b t . Unbeladene tRNA e r l a u b t nach neueren 

Untersuchungen nämlich ei n e F e h l l e s u n g von Codonen i n der 

"wobble" P o s i t i o n [127]. 

Die g e s c h i l d e r t e n i n v i t r o Experimente z e i g e n , daß d i e B i l d u n g 

von IRS n i c h t autogen r e g u l i e r t w i r d , e i n e Tatsache, d i e mit 

dem G e n d o s i s e f f e k t i n gutem E i n k l a n g s t e h t . Eine s o l c h e Ab­

hängigkeit des Enzymspiegels von der v o r l i e g e n d e n Genzahl wurde 

b i s h e r gefunden für G l y c y l - [128], M e t h i o n y l - [129], H i s t i d y l -

[130], P h e n y l a l a n y l - [57], T h r e o n y l - [56] und I s o l e u c y l - [29] 

tRNA-Synthetase. 

4.5. R e g u l a t i o n der Synthese von r - P r o t e i n e n 

In der v o r l i e g e n d e n A r b e i t wurde g e z e i g t , daß d i e Synthese des 

ribosomalen P r o t e i n s S20 auf der Ebene der T r a n s k r i p t i o n und 

der T r a n s l a t i o n beeinflußt werden kann. 

Die T r a n s k r i p t i o n des S20 Strukturgens w i r d durch ppGpp i n v i t r o 

b i s auf 20 % Restaktivität gehemmt. Die Hemmung s c h e i n t s p e z i ­

f i s c h zu s e i n , da d i e E x p r e s s i o n von i l e S und rpsT a n t i p a r a l l e l 



beeinfluß wird und da der E f f e k t auf d i e T r a n s l a t i o n zu g e r i n g 

i s t , um das Ausmaß der Hemmung erklären zu können. 

Neu i s t vor al l e m der Befund, daß d i e Synthese von S20 während 

des Tr a n s l a t i o n s v o r g a n g e s beeinflußt werden kann. Der Mechanis­

mus der Hemmung i s t noch unverstanden, nach dem von Nomura und 

M i t a r b e i t e r n v o r g e s t e l l t e m Modell [112] s o l l t e mRNA durch B i n ­

dung des ribosomalen P r o t e i n s i n a k t i v i e r t wurden. Die b e s c h r i e ­

benen Daten - vor a l l e m d i e Tatsachen, daß durch Bindung von 

neugebildetem S20 an zugesetzte 16S rRNA d i e Synthese von S20 

s t i m u l i e r t werden kann und daß d i e s e r Mechanismus auf der Ebene 

der T r a n s l a t i o n wirksam i s t — l a s s e n s i c h mit e i n e r s o l c h e n Vor­

s t e l l u n g sehr gut ve r e i n b a r e n . 

B a s i e r e n d auf den h i e r e r z i e l t e n Ergebnissen läßt s i c h damit 

das i n Abbildung 23 g e z e i g t e Schema zur Re g u l a t i o n von r - P r o t e ­

i n e n a u f s t e l l e n : 

- mRNA, d i e für r - P r o t e i n e c o d i e r t , wird mehr oder weniger kon­

s t i t u t i v g e b i l d e t . Ihre Synthese kann e i n e r s e i t s über d i e 

metabolische K o n t r o l l e r e g u l i e r t werden, wodurch s i c h e r g e ­

s t e l l t wird, daß genügend Ribosomen für d i e j e w e i l i g e Wachs­

tumsbedingung v o r l i e g e n . Unter der Wirkung des "Alarmons" 

ppGpp [91] kann a n d e r e r s e i t s d i e T r a n s k r i p t i o n f a s t v o l l ­

kommen a b g e s c h a l t e t werden. 

- T r a n s l a t i o n i n r - P r o t e i n e f i n d e t nur dann s t a t t , wenn das 

entsprechende Genprodukt im Assembly-Prozeß "verbraucht" 



werden kann. Bei e i n e r zu geringen Assemblyrate w i r d d i e 

mRNA " i n a k t i v i e r t " , möglicherweise über d i e p o s t u l i e r t e Kom­

p l e x i e r u n g von r - P r o t e i n e n an i h r e mRNA [112]. 

Dieses Modell e r l a u b t d i e folgenden Schlüsse: 

1. ppGpp kann d i e Synthese von r - P r o t e i n e n auf zwei v e r s c h i e ­

dene Weisen hemmen: 

a) d i r e k t durch B l o c k i e r u n g der T r a n s k r i p t i o n der entsprechen­

den mRNA; 

b) i n d i r e k t durch L i m i t i e r u n g der rRNA B i l d u n g . 

2. Geringe Konzentrationen an fr e i e m r - P r o t e i n können s t a r k e 

r e g u l a t o r i s c h e E f f e k t e auf i h r e eigene Synthese ausüben. 

3. Der Assembly-Prozeß beeinflußt d i r e k t d i e Ablesung von r -

Pro t e i n e n . Hiermit i s t erklärbar, weshalb der Zusammenbau 

von 30S und 50S U n t e r e i n h e i t des Ribosoms voneinander ab­

hängig i s t . Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von Nomura 

[131 - 135] zeigen nämlich, daß Gene für ribosomale "L" 

und "S" P r o t e i n e gemeinsam i n e i n e r T r a n s k r i p t i o n s e i n h e i t 

l o k a l i s i e r t s i n d . Die v e r r i n g e r t e Einbaurate b e r e i t s e i n e s 

r - P r o t e i n s i n eine V o r s t u f e könnte zu einem "Anstau" d i e s e s 

P r o t e i n s führen und somit d i e Ablesung von p o l y c i s t r o n i s c h e r 

mRNA ver h i n d e r n . Kürzlich veröffentlichte Untersuchungen 

von Yates e t a l . [115] haben tatsächlich g e z e i g t , daß zum 

B e i s p i e l d i e i n v i t r o Synthese von L5 und von L24 b e i Zusatz 

von S8 i n h i b i e r t werden kann. 



4. Die Bildung von Ribosomen könnte primär über d i e Synthese 

von rRNA r e g u l i e r t werden. Veränderte Syntheseraten für 

rRNA s o l l t e n durch den Assembly-Prozeß d i e Ablesung von 

r - P r o t e i n e n b e e i n f l u s s e n . I s t demnach eine p o t e n t i e l l kon­

s t i t u t i v e Synthese von r - P r o t e i n e n i n der Z e l l e gewähr­

l e i s t e t , könnte s i c h d i e Regulation der Ribosomenbildung 

auf rRNA beschränken. Da 5S, 16S und 23S rRNA a l s gemein­

sames T r a n s k r i p t abgelesen werden [6, 7 ] , wäre d i e Regu­

l a t i o n der über 50 Komponenten des Ribosoms damit auf d i e 

j e w e i l s zwei Promotoren [136 - 138] der sieben rRNA Tran­

s k r i p t i o n s e i n h e i t e n [6, 7] r e d u z i e r t . 

Die R e g u l a t i o n von r - P r o t e i n e n könnte diesem Modell nach h i e r ­

a r c h i s c h e r f o l g e n . r - P r o t e i n e , für d i e a u t o r e g u l a t o r i s c h e E f ­

f e k t e nachgewiesen s i n d , s o l l t e n d i e Synthese von anderen r -

P r o t e i n e n b e e i n f l u s s e n können, und damit d i e s e n i n e i n e r h i e r ­

a r c h i s c h e n Ordnung übergeordnet s e i n . In T a b e l l e 12 i s t e i n e 

Zusammenstellung von solchen r - P r o t e i n e n gegeben, wobei beson­

ders auffällt, daß s i e a l l e (nach i n v i t r o Daten) Bindeproteine 

für rRNA s i n d . In e i n e r zweiten Gruppe von r - P r o t e i n e n s c h e i n t 

d i e Synthese nur schwach r e g u l i e r t zu s e i n , da für s i e Gen-

D o s i s - E f f e k t e nachgewiesen wurden. S i e werden (nach i n v i v o 

Ergebnissen) zu Beginn des Assembly-Prozesses i n d i e r i b o s o -

malen V o r s t u f e n P a r t i k e l eingebaut ( T a b e l l e 12); durch d i e s e n 

Mechanismus w i r d s i c h e r g e s t e l l t , daß immer e i n e genügende Menge 

der e r s t e n Assemblyprodukte i n der Z e l l e v o r l i e g t . Damit können 

d i e s e r - P r o t e i n e e b e n f a l l s d i e Synthese von anderen r - P r o t e i n e n 

b e e i n f l u s s e n . 



Tabelle 12: 
Zusammenstellung von r-Proteinen,für die bisher Autoregu­
lation beziehungsweise Gen-Dosis-Effekte nachgewiesen wurden. 

Die Daten stammen aus folgenden Arbeiten: 
(a) [115]; (b) [113]; (c) Nomura, unveröffentlicht; (d) [114]; 
(e) [33]; (f) [34]; (g) [123]; (h) Nierhaus, unveröffentlicht; 
(i) [121]. 

r-Protein Autoregulation 
i n v i t r o 

beobachtet 

Gendosis 
gefunden 

Bindeprotein für 
rRNA Assembly No 

S4 - 16S rPNAg 13 
S8 - 16S rRNA9 10 
S20 schwach 16S rRNA9 4 
S21 nicht untersucht - 3 
L1 +

a - 23S rRNA*1 8 
L4 +

c - 23S rRNAh unklar 
L10 +

d - 23S rRNA schwachh 11 
L7/12 +

d - 23S rRNA schwachh 23 bzw. 14 
L21 nicht untersucht - 3 
L27 nicht untersucht + f - 5 



5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Regulation der weit über 100 Komponenten des b a k t e r i e l l e n 

P r oteinsyntheseapparats e r f o r d e r t einen komplexen Mechanismus. 

In der vorli e g e n d e n A r b e i t s o l l t e d i e R e g u l a t i o n der Synthese 

zweier Komponenten d i e s e s Systems, nämlich der Is o l e u c y l - t R N A -

Synthetase und des ribosomalen P r o t e i n s S20 i n v i t r o u n t e r ­

sucht werden. 

H i e r z u wurde e i n früher beschriebenes [35] i n v i t r o System i n 

bezug auf I n k u b a t i o n s z e i t und -temperatur sowie auf tRNA, Mg + + 

und K + Ionengehalt o p t i m i e r t . 

Durch F r a k t i o n i e r u n g des verwendeten Z e l l r o h e x t r a k t e s konnte 

das i n v i t r o System i n zwei T e i l s y s t e m e g e t r e n n t werden, d i e 

s p e z i f i s c h für T r a n s k r i p t i o n beziehungsweise T r a n s l a t i o n s i n d . 

A l s M a t r i z e des i n v i t r o Systems wurde DNA aus s p e z i f i s c h t r a n s -

duzierenden X Phagen [29] verwendet; d i e s y n t h e t i s i e r t e n Gen­

produkte wurden m i t t e l s v e r s c h i e d e n e r Methoden (u.a. Immunprä-

z i p i t a t i o n , zweidimensionale G e l e l e k t r o p h o r e s e ) i d e n t i f i z i e r t . 

Folgende E r g e b n i s s e wurden e r h a l t e n : 

1. cAMP hat einen u n s p e z i f i s c h e n s t i m u l i e r e n d e n Einfluß auf d i e 

Synthese a l l e r gemessener P r o t e i n e . 

2. ppGpp r e p r i m i e r t d i e Synthese von S20 und d e r e p r i m i e r t d i e 

Synthese von IRS. Diese E f f e k t e t r e t e n auf der Ebene der 

T r a n s k r i p t i o n auf. 



3. Für IRS i s t keine A u t o r e g u l a t i o n der Synthese f e s t s t e l l b a r . 

4. Für S20 war e i n schwacher a u t o r e g u l a t o r i s c h e r E f f e k t b e i 

Zusatz von S20 nachweisbar. 

5. Die Synthese von S20 i s t durch Zusatz von 16S rRNA s p e z i ­

f i s c h s t i m u l i e r b a r . D i e s e r E f f e k t t r i t t auf der Ebene der 

T r a n s l a t i o n auf. Das i n v i t r o s y n t h e t i s i e r t e S20 komplexiert 

an d i e z u g e s e t z t e 16S rRNA. 

Dadurch wurde e r s t m a l s nachgewiesen, daß der Assembly Prozeß 

d i r e k t d i e Synthese von r - P r o t e i n e n r e g u l i e r e n kann. Das auf 

Grund der h i e r e r h a l t e n e n Daten a u f g e s t e l l t e Schema zur Regu­

l a t i o n des r - P r o t e i n s S20 (Abbildung 23) unterstützt e i n von 

Nomura und M i t a r b e i t e r n [112] a u f g e s t e l l t e s Modell zur Regu­

l a t i o n von r - P r o t e i n e n . 
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