
Diss. Nr. 6013

UNTERSUCHUNGEN UEBER DAS MEMBRANGEBUNDENE

UND CYTOPLASMATISCHE PROTEINSYNTHESESYSTEM BEI

BACILLUS STEAROTHERMOPHILUS

ABHANDLUNG

zur Erlangung

des Titels eines Doktors der Naturwissenschaften

der

EIDGENOESSISCHEN TECHNISCHEN

HOCHSCHULE ZUERICH

vorgelegt von

WALTER BORN

Dipl. Natw. ETH Zürich

geboren am 25. Dezember 1948

von Zürich

Angenommen auf Antrag von

Prof. Dr. H. Zuber, Referent

Prof. Dr. A. Fiechter, Korreferent

1977



- 94 -

8. ZUSAMMENFASSUNG

Aus Bacillus stearothermophilus sowie aus Bacillus Xi wurden

je die Sphäroplastenmembranen isoliert. Vor allem die Membran¬

fraktion aus B. stearothermophilus wurde auf Proteinsynthese¬

aktivität getestet. Dabei wurde eine Aminosäureeinbauaktivität

gefunden, die sich jedoch nicht als eigentliche Proteinsynthese¬

aktivität charakterisieren liess.

Die eingebauten Aminosäuren gingen eine in heisser und kalter

TCA stabile Bindung ein. Die Einbauaktivität war weder mit

einer m-RNA enthaltenden RNA-Präparation aus dem gleichen Orga¬

nismus stimulierbar, noch mit Chloramphenicol (100 yg/ml) oder

Actinomycin D (10 yg/ml) hemmbar. Inkubation der Membranfrak¬

tion mit DNAse I und RNAse hatte keinen Einfluss auf den Amino¬

säureeinbau. Cyanid (20 mM) stimulierte den Einbau radioaktiver

Aminosäuren um ca. 30 %. Fehlte ein Nukleotidtriphosphatgemisch

(CTP, UTP, dATP, dGTP, dCTP, dTTP) in der Inkubationsmischung,

resultierten 70 % Restaktivität. Der Aminosäureeinbau war jedoch

weder von ATP noch von GTP in der Inkubationsmischung abhängig.

Das Temperaturoptimum der gefundenen Aktivität lag bei 65° C.

Der Aminosäureeinbau in die Membranfraktion wurde mit Amino¬

säureeinbau in intakte Sphäroplasten verglichen. Dieser war

zu 50 % mit Actinomycin D (10 yg/ml) und Cyanid (20 mM) und

zu 60 % mit Chloramphenicol (20 yg/ml) hemmbar. Das Tempera¬

turoptimum lag bei 55° C, das pH-Optimum bei pH 5.5.

Aus B. stearothermophilus, dessen DNA in vivo mit -^C-Thymin

markiert wurde, konnte eine Sphäroplastenmembranfraktion

isoliert werden, deren gebundene Radioaktivität in kalter

TCA stabil war, durch Inkubation in heisser TCA oder mit

DNAse I jedoch in Lösung ging.
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Neben den erwähnten Membranfraktionen wurde aus B. stearo-

thermophilus auch ein zellfreies cytoplasmatisches Protein¬

synthesesystem isoliert. Gleichzeitig gelang die Präparation

Proteinsynthese-stimulierender RNA aus B. stearothermophilus

und einem nicht näher charakterisierten mesophilen Bacillus X]_.

Sowohl unter Einfluss von RNA aus dem gleichen Organismus als

auch von RNA aus Bacillus Xi lag die optimale Proteinsynthese¬

aktivität des zellfreien cytoplasmatischen Systems aus

B. stearothermophilus bei 55° C - 65° C und damit bei der

Wachstumstemperatur des Zellmaterials.

Die bei 55° C gemessene Proteinsyntheseaktivität des zell¬

freien Systems zeigte die gleiche Abhängigkeit von Magnesium-

und RNA-Konzentration wie diejenige mesophiler Systeme aus

E. coli (49) und B. subtilis (61) bei 37° C.


