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1. EINLEITUNG

Wie keinen anderen Organismen, gelingt es den Mikroorganis¬

men, sich extremen Lebensbedingungen anzupassen. Diese ein¬

fachsten Lebewesen haben die Fähigkeit, ihren Stoffwechsel

bei extremen pH-Bedingungen, bei hohen Salzkonzentrationen

(halophile Organismen) oder bei extremen Temperaturen optimal

in Gang zu halten und sich zu vermehren.

Am interessantesten unter diesen extremen Bedingungen ist

sicher die Temperatur, da Wärme, das heisst thermische Ener¬

gie, die treibende Kraft für jeglichen Stoffwechsel ist. Leben

ist aber nicht nur von dieser thermischen Energie abhängig,

sondern ebensosehr von Wasser als intrazellulärem Lösungs¬

mittel, wodurch der Variablen "Temperatur" untere und obere

Grenzen gesetzt sind. Dass die Natur diesen ganzen Tempera¬

turbereich von 0° C bis 100° C ausnützt, wurde erst in neue¬

rer Zeit von Brock (1) durch Untersuchungen an heissen Quellen

im Yellowstone Park belegt.

Heute werden unterschieden:

psychrophile Organismen: Lebensbereich 0- 20° C

mesophile Organismen: Lebensbereich 20- 45° C

thermophile Organismen: Lebensbereich 45-100° C
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Aus ökologischen Untersuchungen an heissen Quellen im Yellow¬

stone Park sowie Befunden von anderen Autoren leitete Brock

(1) folgende Einteilung ab:

obere Tempera-

Organismus turlimite

Tiere, einschliesslich Protozoen 45 - 51° C

Eukaryotische Mikroorganismen

(einige Pilze, Alge Cyanidium caldarium) 56 - 60° C

Photosynthetisch aktive Prokaryonten

(Blaualgen) 73 - 75° C

Photosynthetisch nicht aktive

Prokaryonten (Bakterien) 90° C

Damit wird sehr deutlich, dass der thermophile Lebensbereich

den einfachsten Mikroorganismen vorenthalten ist.

Im weiteren kann folgende allgemeine Gesetzmässigkeit abge¬

leitet werden: Die obere Temperaturgrenze für Leben ist umge¬

kehrt proportional zur Komplexität der Zellorganisation und

des Metabolismus (thermophile Phagen sind für Vermehrung von

thermophilem Wirt abhängig).

Es bleibt die Frage nach molekularen Mechanismen, die diesen

Organismen erlauben, bei Temperaturen im Bereich des Siede¬

punktes des Wassers zu leben.

Für die Zelle stellt sich die Aufgabe, vier Arten von Makro¬

molekülen vor Wärmeeinwirkung, z.B. Hitzedenaturierung zu

schützen, nämlich Proteine (Enzyme), Lipide, Nukleinsäuren

und Kohlenhydrate (diese wurden bis heute nicht untersucht).

Koffler (2), Allen (3), Pace und Campbell (12) sowie

Belehradeck (9) postulierten folgende molekulare Mechanismen:

1. Bildung von intramolekular stabilisierten Makromolekülen

(Einbau von zusätzlichen Wasserstoffbrücken und hydro¬

phoben Bindungen bei Proteinen und Nukleinsäuren. Stabi¬

lisierung durch Bindung von Metallionen, Substrat oder

Coenzym).
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2. Bildung von thermostabilisierten Komplexen zwischen

Lipiden, Lipoproteinen, Proteinen und Nukleinsäuren

(z.B. in Zellmembranen und Ribosomen).

3. Rasche Neusynthese von hitzedenaturierten Strukturen

(hoher turnover).

Untersuchungen an obligat und fakultativ thermophilen Mikro¬

organismen haben diese Hypothesen zum Teil bestätigt. Sie

können wie folgt zusammengefasst werden:

Intramolekular thermostabilisierte Makromoleküle wurden vor

allem bei den Proteinen (Enzyme) aus thermophilen Mikro¬

organismen gefunden (4, 5, 6, 7, 8, 10).

Einige wichtige Vertreter der thermophilen Enzyme, die zum

Teil auch in unserer Arbeitsgruppe isoliert wurden, sind in

der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle:

Protein

Ferredoxin

Thermolysin

Glycerinaldehyd-3-phosphat

Dehydrogenase

Aminopeptidase I

Extracelluläre neutrale

Protease

Glucokinase

Lactat Dehydrogenase

Alanin Dehydrogenase

Cytochrom CA

Glycerinaldehyd-3-phosphat

Dehydrogenase

Mikroorganismus

c. tartarivorum

c. thermosaccharolyticum

B. thermoproteolyticus

B. stearothermophilus

B. stearothermophilus

B. stearothermophilus

B. stearothermophilus

B. stearothermophilus

B. stearothermophilus

B. caldotenax

Humicola lanuginosa

Mastigocladus laminosus
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Singleton und Amelunxen (11) haben die Eigenschaften einiger

thermostabiler Enzyme diskutiert und fanden, dass Proteine aus

thermophilen Mikroorganismen in ihren physikalischen Eigen¬

schaften (Molekulargewicht, Zahl der Untereinheiten, Stokscher

Radius, spezifisches Volumen und Sedimentationskonstante) den

Proteinen aus Mesophilen sehr ähnlich sind.

Rekonstitionsexperimente von Nomura (21) mit 30 S Ribosomen

und ihren Protein- und Nukleinsäureuntereinheiten aus

B. stearothermophilus und E. coli zeigen deutlich, dass vor

allem thermostabile Proteine den RNA-Proteinkomplexen zu

ihrer erhöhten Thermostabilitat verhelfen. Zum gleichen

Schluss kam Irwin (22) bei Untersuchungen an thermophilen

und mesophilen Clostridien. N-terminale Sequenzen (25-30 Reste)

von 30 S-Proteinen aus E. coli und B. stearothermophilus zei¬

gen anderseits sehr grosse Homologien (23, 24), woraus ge¬

schlossen werden kann, dass auch hier der Austausch weniger

Aminosäurereste für die erhöhte Thermostabilität der

30 S-Untereinheit bei B. stearothermophilus genügt.

Die intramolekulare Stabilisierung, wie sie bei Proteinen ge¬

funden wurde, lässt sich zum Teil auch bei den Nukleinsäuren

nachweisen.

Stenesh (20) konnte den G + C-Gehalt der DNA aus verschiedenen

mesophilen und thermophilen Organismen mit deren maximaler

Wachstumstemperatur in Beziehung bringen. Marmur (13) zeigte

jedoch, dass DNA-Schmelzkurven von thermophilen und mesophilen

Organismen vergleichbar sind. In Uebereinstimmung mit Tecce

(14) fanden Saunders und Campbell (15) beim Vergleich von

ribosomaler RNA aus E. coli und B. stearothermophilus nur

geringe Thermostabilitätsunterschiede. Der leicht erhöhte

G + C-Gehalt ribosomaler RNA aus thermophilen Organismen und

die daraus resultierende höhere Schmelztemperatur wurden durch

andere Arbeiten bestätigt (16, 17, 18, 19). Untersuchungen
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über die Primärstruktur von 5 S-RNA aus B. stearothermophilus

(62) haben ein Modell von D.M. Crothers und B.H. Zimm (63) be¬

stätigt, das besagt, dass Interaktionen benachbarter Basen,

sogenanntes "base stacking", am meisten zur Stabilisierung der

Sekundärstruktur beitragen. So wurden in der 5 S-RNA von

B. stearothermophilus mehr stabilisierende Basensequenzen

gefunden als bei B. subtilis und B. megaterium. T. Oshima

(64) fand bei t-RNA aus Thermus thermophilus einen erhöhten

G+C-Gehalt und eine Abhängigkeit der Schmelztemperatur der

t-RNA vom Gehalt an 5-Methyl-2-Thiouridin (je höher der Ge¬

halt, um so höher die Schmelztemperatur).

Im Gegensatz zur ursprünglichen Annahme von Belehradek (9)

scheint der Schmelzpunkt der Lipide vor allem die untere und

nicht die obere Wachstumsgrenze vieler Organismen zu beein¬

flussen (25). Dabei konnte gezeigt werden, dass die einfachen

Phospholipidbilayer von Prokaryonten in zwei verschiedenen

physikalischen Zuständen vorliegen können, nämlich in einer

gelartig-kristallinen Phase bei niederen und in einer flüssig¬

kristallinen bei hohen Temperaturen. Diese beiden Zustände

unterscheiden sich in der Ordnung im Innern des Phospholipid-

bilayers. Physiologisch haben diese Phasenänderungen drastische

Konsequenzen.

Overath und DeKruyff (26, 27) fanden, dass Wachstum, Membran¬

transport und Membranenzyme nur in flüssig-kristalliner Phase

optimal funktionieren.

Als Beispiel sei die membrangebundene ATPase aus A. laidlawii

erwähnt. Sie zeigt einen deutlichen Knick im Arrheniusplot.

DeKruyff (27) konnte zeigen, dass diese Aenderung der Aktivie¬

rungsenergie und der Beginn des Phasenüberganges der Membran-

lipide bei der gleichen Temperatur auftreten. Im gleichen

Temperaturbereich fand McElhaney (25) eine drastische Aende¬

rung in der Wachstumsrate desselben Organismus.
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Der Uebergang von der gelartig-kristallinen Phase in die flüs¬

sig-kristalline Phase ist jedoch nicht nur von der Temperatur,

sondern auch von der Lipidzusammensetzung der Membran abhängig.

Hohe Anteile an Fettsäuren mit niedrigem Schmelzpunkt (einfach

ungesättigte Fettsäuren in cis-Konformation) führen zu Phasen¬

übergängen im Bereich von 0° C. Dominieren Fettsäuren mit

hohem Schmelzpunkt (gesättigte Fettsäuren, vor allem Palmitin¬

säure) , so sind die Phasenübergänge zwischen 20° C und 40° C

zu beobachten (25) .
Grosse Bedeutung haben diese Resultate im

Zusammenhang mit Untersuchungen an obligat, fakultativ und

extrem thermophilen Bacillen (28, 29, 30).

Diese Autoren fanden mit zunehmender Wachstumstemperatur eine

relative Zunahme von Fettsäuren mit hohem Schmelzpunkt.

Nach N.E. Welker (31) nimmt auch der Membrangehalt der Zel¬

len, das Verhältnis Protein zu Lipiden und die Protoplasten-

stabilität mit zunehmender Wachstumstemperatur zu. Im weitern

untersuchte Welker (31) die Thermostabilität von membrange-

bundener NADH-Oxidase und alkalischer Phosphatase in Abhängig¬

keit der Wachstumstemperatur. Dabei stellte er fest, dass mit

zunehmender Wachstumstemperatur die Thermostabilität der

membrangebundenen NADH-Oxidase zunimmt, wogegen die Thermo¬

stabilität alkalischer Phosphatase im Rohextrakt von der

Wachstumstemperatur unabhängig ist. Testet man die Thermo¬

stabilität der alkalischen Phosphatase jedoch in ganzen

Sphäroplasten, so findet man auch eine Abhängigkeit von

der Wachstumstemperatur.

Möglicherweise schützen Membranen also auch nichtmembrange-

bundene Enzyme vor Hitzedenaturierung. Die Hitzestabilität

der NADH-Oxidase in in vitro gebildeten Hybridmembranen aus

solubilisierten Membranen von 70° C Zellen und 55° C Zellen

ist direkt vom Anteil Membranmaterial aus 70° C Zellen (31)

abhängig.
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Experimente von Bubela und Holdsworth (32) zur Untersuchung

der Protein- und Nukleinsäuresynthese von B. stearothermo-

philus scheinen die beschriebenen thermostabilisierenden

Eigenschaften der Zellmembranen zu bestätigen.

Bei in vivo Versuchen zur radioaktiven Markierung der Proteine

mit l^C-Aminosäuren fanden die Autoren nach 2-5 min Inkuba¬

tionszeit den grössten Teil der eingebauten Radioaktivität

in der Membranfraktion. Analoge Experimente von Spiegelman (33)

mit E. coli bestätigen diese Resultate.

Aufgrund dieser in vivo Versuche vermuteten Bubela und Holds¬

worth (32) eine membrangebundene Proteinsyntheseaktivität.

Wie andere Autoren (34, 35, 36, 37) bei mesophilen Organismen,

beschrieben sie eine Membranfraktion, die in Anwesenheit von

poly-U Aminosäuren in Material stabil in heisser TCA (Protein)

einbaute.

Beim Vergleich mit Proteinsyntheseaktivität im Zellextrakt

(Temperaturoptimum bei 45° C) fanden sie eine erhöhte Thermo-

stabilität der membrangebundenen Proteinsyntheseaktivität

(Temperaturoptimum bei 65° C).

Um die Bedeutung der Ergebnisse von Bubela und Holdsworth (32)

im Zusammenhang mit thermophilem Wachstum der Bakterienzelle

besser zu erfassen, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht,

membrangebundene und cytoplasmatische Proteinsynthese besser

zu charakterisieren und mit analogen mesophilen Systemen zu

vergleichen. Ein von Jung (4) als temperatur-adaptierbar be¬

schriebener Stamm von B. stearothermophilus schien für diese

Untersuchungen sehr geeignet, da er sowohl bei mesophilen wie

bei thermophilen Züchtungsbedingungen Zellen mit identischem

genetischem Material geliefert hätte. Damit wäre es gelungen,

Species-bedingte Unterschiede der mesophilen und thermophilen

Systeme auszuklammern. Im Laufe der Arbeit haben taxonomische

Untersuchungen in Form von immunologischen Studien jedoch

ergeben, dass die thermophile Form wohl einem B. stearothermo¬

philus entspricht, dass es sich bei den mesophil-wachsenden
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Zellen aber um einen nicht näher charakterisierten mesophilen

Bacillus (bezeichnet als B. Xj) handelt.

Zur Ausarbeitung geeigneter Testsysteme sollte die Protein¬

synthese zunächst in einem in vivo System gemessen werden.

Zusätzlich war es wichtig, Daten über die in vivo Aktivität

der zu untersuchenden Zellfraktionen zu sammeln, damit in

vitro deren biologische Restaktivität abgeschätzt werden

konnte. Im Hinblick auf die geplanten Untersuchungen an der

Membranfraktion und am Cytoplasma boten sich die aus diesen

Zellbestandteilen aufgebauten stabilen Sphäroplasten von

B. stearothermophilus an. Um den Aminosäureeinbau durch

intakte Sphäroplasten, Sphäroplastenmembranen und Cytoplasma

zu messen, wurden Proteine und Nukleinsäuren mit heisser oder

kalter TCA gefällt und die im Niederschlag gebundene Radio¬

aktivität bestimmt. Danach sollte mit verschiedenen Hemm¬

stoffen (z.B. Actinomycin D, Chloramphenicol, usw.) die ge¬

messene Aminosäureeinbauaktivität näher charakterisiert werden.

Da die membrangebundene Proteinsynthese möglicherweise nur bei

optimalen physiologischen Bedingungen abläuft und daher nur

mit zelleigenen Molekülen als Substrat optimal zugänglich

ist, wurden Proteinsynthese-stimulierende RNA-Fraktionen aus

B. stearothermophilus und Bacillus X^ isoliert.

Die Proteinsynthese-Stimulierung dieser RNA wurde mit derjeni¬

gen von RNA aus Rifampicin-behandelten Zellen der gleichen

Stämme verglichen. Da in diesen Zellen die Neubildung von

m-RNA durch spezifische Hemmung der RNA-Polymerase mit

Rifampicin gestoppt und m-RNA sehr rasch wieder abgebaut

wird, sollte die RNA-Fraktion aus Rifampicin-behandelten

Zellen frei von m-RNA und damit nicht mehr Proteinsynthese-

stimulierend sein.
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Um die biologische Aktivität der RNA-Präparationen in den

Experimenten mit der Membranfraktion genau zu kennen, musste

ihre Proteinsynthese-stimulierende Aktivität in einem zell¬

freien Proteinsynthesesystem gemessen werden. Interessiert

haben vor allem auch die Unterschiede zwischen RNA aus

Rifampicin-behandelten und -unbehandelten Zellen. Gleich¬

zeitig war es wichtig, das lösliche Proteinsynthesesystem

von B. stearothermophilus näher zu charakterisieren.

Die Bindung des Bakterienchromosoms an die Zellmembran wurde

erstmals von Jacob, Brenner und Cuzin (42) postuliert. Bei

elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Bakterienmembra¬

nen fanden A. Ryter und J. Jacob (43) membrangebundene

Nukleinsäurepartikel und unterstützten damit das postu¬

lierte Modell. Transformationsexperimente mit membrange¬

bundenen RNA-Fragmenten aus B. subtilis zeigten eine Häufung

von genetischen Markern, die nahe beim Replikationsursprung

und -terminus liegen (44, 45). J. Brouwer und R.J. Planta

(46) fanden schliesslich bei B. licheniformis membrange¬

bundene Ribosomen in DNA-Membrankomplexen. Da membrange¬

bundene DNA möglicherweise eine Voraussetzung für membran¬

gebundene Proteinsynthese ist, war es interessant, die

Membranfraktion von B. stearothermophilus auf gebundene

DNA zu untersuchen.
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ABKUERZUNGEN

DNA Deoxyribonucleinsäure

RNA Ribonucleinsäure

NADH reduziertes Nicotinamidadenindinucleotid

ATPase Adenosintriphosphatase

TCA Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

ATP Adenosintriphosphat

GTP Guanosintriphosphat

CTP Cytidintriphosphat

UTP Uridintriphosphat

dATP Deoxyadenosintriphosphat

dGTP Deoxyguanosintriphosphat

dCTP Deoxycytidintriphosphat

dTTP Deoxythymidintriphosphat

SDS Natriumdodecylsulfat

WM Liter Luft pro Minute pro Liter Medium

NCIB National Collection of Industrial Bacteria

RPM Umdrehungen pro Minute

NADP Nicotinamidadenindinucleotidphosphat

CPM Counts pro Minute

DNAse I Deoxyribonuclease I

RNAse Ribonuclease

BSA Rinderserumalbumin

h Stunden

Prot. Protein

PEP Phosphoenolpyruvat

m-RNA Messenger Ribonucleinsäure

min Minuten

atü Atmosphäre

S Svedberg-Einheiten

yg Mikrogramm

yl Mikroliter
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nm Nanometer

VIM Mikromol

w/v Gewicht pro Volumen

liCi Mikrocurie

PCS Phase Combining System

EDTA Aethylendiamintetra-Essigsaure

Abb. Abbildung

UV Ultraviolett
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ALLGEMEINE METHODEN

Medien zur Aufbewahrung der Bakterienstämme

BHI-Agar: 5.2 % Brain Heart Infusion Agar

(BBL. Bio Quest, USA)

LLB-Glyc-Agar: 2.0 % Lab Lemco Broth (Oxoid)

1.0 % Glycerin (Fluka)

1.5 % Agar (Difco)

Mn-Agar: 0.8 % Nutrient Broth (Difco)

0.01% Mangansulfat

1.5 % Agar (Difco)

Sporen der verwendeten Bacillenstämme (B. stearothermophilus

NCIB 8924 und mesophiler Bacillus Xi, vergl. Einleitung) aufbe¬

wahrt in Petrischalen auf Mn-Agar bei 4° C dienten als Ausgangs¬

zellmaterial für alle Züchtungen. Diese Kulturen wurden alle 2

Monate erneuert. Parallelansätze auf BHI-Agar, LLB-Glyc-Agar und

Mn-Agar gaben Aufschluss über das Verhalten der Stämme auf den

normalerweise gebrauchten Züchtungsmedien. Durch Vorinkubation

der Mn-Agar-Platten während mindestens 4 Tagen bei Zimmertempera¬

tur konnten Kontaminationen praktisch ausgeschlossen werden.

Sterilisation der Kulturmedien

Der Fermenter wurde ein erstes Mal mit einer Füllung Wasser

30 min bei 120° und 1 atü vorsterilisiert, danach mit dem ge¬

wünschten Medium beschickt und ein zweites Mal zusammen mit dem

Medium auf gleiche Weise sterilisiert.
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Um mögliche Kontaminationen vor dem Impfen auswachsen zu

lassen, wurde der mit Medium sterilisierte Fermenter über

Nacht schwach belüftet.

Proteinbestimmung

Alle Proteinbestimmungen in dieser Arbeit wurden nach der

Methode von Schaffner und Weissmann durchgeführt (38). Von

allen Lösungen, einschliesslich der Proteinlösung

(10-20 ug Protein in 270 yl Wasser), wurde jedoch das

doppelte Volumen (540 yl) eingesetzt, um am Schluss ge¬

nügend Lösung für die spektrophotometrische Bestimmung

der Amidoschwarzfärbung zu haben. Zur Bestimmung der

Proteinkonzentration diente eine Eichkurve mit Rinder¬

serumalbumin als Standard.
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MESSUNG DES AMINOSAEUREEINBAUS IN SPHAEROPLASTEN

UND SPHAEROPLASTENMEMBRANEN AUS B. STEAROTHERMOPHILUS

UND BACILLUS Xl

Material und Methoden

Sphäroplasten aus B. stearothermophilus NCIB 8924

Züchtung des Zellmaterials, Batch

Kulturmedien

BHI-Agar:

LLB-Glyc-Medium:

Antischaum-Zusatz:

5.2 % Brain Heart Infusion Agar

(BBL, Bio Quest, USA)

2.0 % Lab Lemco Broth (Oxoid)

1.0 % Glycerin (chemisch rein, Fluka)

1.5 % Agar (Difco) (nur für festes Medium)

Einige Tropfen Dow Corning A-Emulsion

(nur für flüssiges Medium)

Vorkulturen

Stufe 1:

Stufe 2:

BHI-Agar in Petrischale mit 1 Impföse

Zellmaterial (Sporen ab Mn-Agar,

vergl. 2.1.) beimpft.

Inkubation ca. 14 h bei 55° C.

700 ml Vorkultur (LLB-Glyc-Medium) in

einem 1 1-Erlenmeyerkolben, geimpft mit

5 Impfösen Zellmaterial der BHI-Agar-

Kultur (Stufe 1).

Inkubation 21/2-3 h bei 55° C.

Belüftung mit steriler, vorgewärmter und

befeuchteter Luft durch eine Belüftungs¬

kerze (3 WM) .
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15 1 Batch (Fermenter: Chemap AG, Männedorf, Schweiz).

14.3 1 LLB-Glyc-Medium, geimpft mit 700 ml exponentiell wach¬

sender Vorkultur (ca. 2V2-3 h inkubiert).

Vertikale Turbinenumwälzung (800 RPM).

Belüftung mit 0.43 WM Pressluft (Zimmertemperatur).

Inkubation bei 55° C.

Messung des Kulturwachstums

Das Kulturwachstum wurde durch Trübungsmessungen bei 546 nm

verfolgt (Eppendorf Spektrophotometer Typ 1101 M, Schicht¬

dicke 1 cm, Spalt 2.5 x 12 mm).

Messung des pH-Wertes im Medium

Der pH-Wert jeder Probe wurde mit einem pH-Meter (Glaselektro¬

de Polymetron, Typ 5101) bei 40° C gemessen.

Zellernte und Bestimmung des Zellnassgewichtes

Zellwachstum wurde gestoppt durch rasches Abkühlen des Mediums

im Fermenter und drastische Reduktion der Belüftung und Um¬

wälzung am Ende der exponentielien Wachstumsphase. Zellernte

erfolgte durch 4 Zentrifugationen à 20 min bei maximaler

Drehzahl (7120 g) in einer RC-3 Sorvallzentrifuge (vier

1 1-Becher).

Die 4 Zellsedimente wurden je 2mal in 80 ml-Puffer (0.13 M

Tris/HCl pH 7.5, 0.01 M MgCl2, 0.05 M NaCl, 5 % (w/v)

Saccharose) gewaschen und 10 min bei 0° C und 30'000 g

sedimentiert.

Das Gesamtgewicht des Zellsedimentes (Zeilnassgewicht) galt

als Mass für die Zellausbeute. Nach Bestimmung des Zeilnass¬

gewichts wurde das Zellsediment in flüssigem Stickstoff ein¬

gefroren und bis zum Gebrauch bei -25° aufbewahrt.
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Isolierung der Sphäroplasten

Puffer

TMNS-Puffer pH 7.5: Tris/HCl (pH 7.5) 0.13 M

MgCl2 0.01 M

NaCl 0.05 M

Saccharose 5.00 % (w/v)

Die Sphäroplasten wurden nach folgendem Schema isoliert:

1 g gefrorene Nasszellen (Züchtung siehe 3.1.1.1.)

in 10 ml TMNS-Puffer (pH 7.5) aufnehmen

Zellsuspension

Zugabe von 10 mg kristallinem Lysozym (Fluka)

Inkubation 10 min, Raumtemperatur,

Sphäroplastenbildung im Lichtmikroskop

verfolgen

Sphäroplastensuspension

Zentrifugation 10 min, 7700 g, 0° C

Sphäroplastensediment (Ueberstand verworfen)

je 3mal in 30 ml TMNS-Puffer (pH 7.5) aufnehmen,

abzentrifugieren (7700 g, 0° C, 10 min)

gewaschenes Sphäroplastensediment

in 6 ml TMNS-Puffer (pH 7.5) aufnehmen

Sphäroplastensuspension

Von dieser Sphäroplastensuspension wurde der Proteingehalt

bestimmt (vergl. 2.3.).
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Messung des Aminosäureeinbaus in TCA-fällbares Material

Der Einbau wurde mit Hilfe von l^C-markierten Aminosäuren

gemessen.

Prinzip der TCA-Fällung

In eisgekühlter 10 %-TCA-Lösung fallen Proteine und Nuklein¬

säuren quantitativ aus; sie sind in denaturierter Form stabil.

Durch Waschen des Niederschlages auf einem Filter können

niedermolekulare Substanzen (z.B. radioaktiv markierte

Aminosäuren) selektiv abgetrennt werden.

Inkubationslösung pro ml

Tris

Maleinsäure

KCl

MnCl2

MgCl2

ATP (Dinatriumsalz, Boehringer Mannheim)

GTP (Trilithiumtetrahydrat, Calbiochem)

CTP (Dinatriumtrihydrat, Calbiochem)

UTP (Trinatriumsalz (5-10 % H2O), Fluka)

dATP (Trilithiumhexahydrat, Calbiochem)

dGTP (Tetranatriumdihydrat, Calbiochem)

dCTP (Trilithiumpentahydrat, Calbiochem)

dTTP (Tetralithiumsalz, Merck)

Caseinhydrolysat

Saccharose

14C-Chlorellahydrolysat
(Amersham, 54 mCi/mAtom Kohlenstoff)

Sphäroplastensuspension (vergl. 3.1.1.2.)

50 UM

50 UM

20 UM

5 UM

1 UM

2 UM

0. 1 UM

0.,1 UM

0.,1 yM

0. 1 UM

0.,1 UM

0. 1 yM

0..1 yM

2 mg

5 % (w/v)

5 yci

0. 1 ml
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Der gewünschte pH-Wert wurde jeweils bei Zimmertemperatur mit

KOH eingestellt.

Inkubation

Inkubiert wurde in einem Colora-Wasserbad. Die Inkubations¬

zeit betrug 30 min. Die Temperatur variierte je nach Experi¬

ment zwischen 25° C und 75° C.

Reaktionsunterbruch mit und ohne SPS

ohne SDS: Die Inkubationsmischung (1 ml) wurde mit 4 ml

eisgekühltem Wasser (entmineralisiert) verdünnt,

das Protein mit 1 ml 60 %-TCA-Lösung gefällt und

die Suspension in Eis aufbewahrt.

mit SDS: Die Inkubationsmischung (1 ml) wurde mit 0.1 ml

1 %-SDS-Lösung versetzt und 5 min in Eis inku¬

biert, die klare Lösung mit 4 ml eisgekühltem

Wasser (entmineralisiert) verdünnt, mit 1 ml

60 %-TCA-Lösung gemischt und die Fällung auf¬

bewahrt.

Auswaschen der nichtgebundenen Radioaktivität

Der Niederschlag wurde auf einem GF/C-Glasfiberfilter

(Whatman, 0 2.5 cm) gesammelt und 4mal mit 5 ml 10 %-TCA-

Lösung gewaschen. Das Filter wurde danach ca. 30 min bei

60° C getrocknet.
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Messung der gebundenen Radioaktivität

Die auf dem GF/C-Filter gebundene Radioaktivität wurde mit

einem Flüssigkeits-Scintillationszähler (Isocap 300, Nuclear

Chicago, ESR-Programm 5) bestimmt.

Background und Nullwerte (Reaktionsstopp bei t = 0 wie oben

beschrieben) wurden bei jeder Testreihe neu gemessen und

entsprechend berücksichtigt. Jede Probe wurde 10 min aus¬

gezählt. Als Scintillations-Flüssigkeit wurde Rothiszint 22

(Carl Roth KG, Karlsruhe) verwendet.

Messung des Aminosäureeinbaus in Anwesenheit von

Chloramphenicol, Actinomycin D und Cyanidionen

Prinzip der Messung wie 3.1.1.3.

Hemmstofflösungen

Chloramphenicol: 1.0 mg/ml (wässrige Lösung, für jede

Messreihe frisch hergestellt)

Actinomycin D: 0.5 mg/ml (gelöst in Aethanol)

Kaliumcyanid: 1.0 mM (wässrige Lösung)

SDS: 1 % (wässrige Lösung)

Von den Hemmstofflösungen wurden 20 yl pro Inkubation ein¬

gesetzt, von der SDS-Lösung 0.1 ml.
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Sphäroplastenmembranen aus B. stearothermophilus NCIB 8924

Züchtung des Zellmaterials, Batch

Kulturmedium

LLB-Glyc-Medium: 2.0 % Lab Lemco Broth (Oxoid)

1.0 % Glycerin (chemisch rein, Fluka)

1.5 % Agar (Difco)(nur für festes Medium)

Antischaum-Zusatz: Einige Tropfen Dow Corning A-Emulsion

(nur für flüssiges Medium).

Vorkulturen

Stufe 1: LLB-Glyc-Agar in Petrischale, geimpft mit

1 Impfose Zellmaterial (Sporen ab Mn-Agar,

vergl. 2.1.)

Inkubation ca. 14 h bei 55° C.

Stufe 2: Zwei 500 ml-Vorkulturen (LLB-Glyc-Medium)

in 1 1-Erlenmeyerkolben mit Schikanen,

geimpft mit je 3 ImpfÖsen Zellmaterial

der LLB-Glyc-Agar-Kultur (Stufe 1).

Inkubation 2V2-3 h bei 55° C auf einer

Schüttelmaschine (Infors AG, Basel,

Typ TR 1) bei 130 RPM.

15 1 Batch (Fermenter, Chemap AG, Männedorf, Schweiz)

14 1 LLB-Glyc-Medium, geimpft mit 2 exponentiell wachsenden

Vorkulturen (je 500 ml, ca. 21/2-3 h inkubiert) . Vertikale

Turbinenumwälzung (800 RPM). Belüftung mit 0.43 WM Press¬

luft (Zimmertemperatur). Züchtungstemperatur 55° C.
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Messung des Kulturwachstums

wie unter 3.1.1.1.

Messung des pH-Wertes im Medium

wie unter 3.1.1.1.

Zellernte und Bestimmung des Nassgewichtes

wie unter 3.1.1.1.

Isolierung der Sphäroplastenmembranen

Puffer

TMNS-Puffer pH 7.5: Tris/HCl (pH 7.5)

MgCl2
NaCl

Saccharose

0.13 M

0.01 M

0.05 M

5 % (w/v)

TMNS-Puffer pH 8.0: Tris/HCl (pH 8.0)

MgCl2

NaCl

Saccharose

0.13 M

0.01 M

0.05 M

5 % (w/v)
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Die Sphäroplastenmembranen wurden nach folgendem Schema isoliert:

4 gr Nasszellen (Züchtung siehe 3.1.2.1.)

In 35 ml TMNS-Puffer (pH 7.5)

aufnehmen.

Zellsuspension

Zugabe von 35 mg kristallinem

Lysozym (aus Hühnereiweiss, Fluka),

Inkubation 10 min bei Raumtempera¬

tur, Sphäroplastenbildung im Licht¬

mikroskop verfolgen.

Sphäroplastensuspension

Zentrifugation 10 min, 7700 g, 0° C

Sphäroplastensediment

Mischen mit Quarzsand (0.1-0.3 mm),

bis eine trockene Paste entsteht.

Äufschluss mit Mörser bei 4° C, bis

eine klebrige Paste entsteht.

Erneute Zugabe von Quarzsand, dann

Paste im Mörser weiterbehandeln,

bis sich die Beschaffenheit nicht

mehr ändert.

Quarzsandaufschluss

Aufnehmen in 40-60 ml TMNS-Puffer

(pH 8.0) und Sand absetzen lassen.

Ueberstand 1

Ueberstand 2

Zentrifugieren

10 min,

30'000 g, 0° C

Zentrifugation

10 min,

16'OOQ g, 0° C

Sandsediment 1

I
3mal in TMNS-

Puffer (pH 8.0)

aufnehmen und

Sand absetzen

lassen

Ueberstand 3

(Sandsediment

verworfen)

Sediment 1

im Ueberstand 3 aufnehmen

Zentrifugieren 10 min, 1500 g, 0° C
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Ueberstand 4

(Sediment verworfen)

Zentrifugieren 4000 g, 10 min,

0° C

Ueberstand 5

(Sediment verworfen)

Membransediment 1 mit Membransediment 1

Zentrifugieren 10 min, 30'000 g,

0° C

Zellextrakt Membranfraktion

(Ueberstand verworfen)

Die Membranfraktion wurde in 2V2-3 ml TMNS-Puffer (pH 8.0)

aufgenommen und dann in Eis aufbewahrt. Proteinbestimmung

vergl. 2.3.

3.1.2.3. Messung der ATPase-Aktivität

Bestimmung nach der Methode von D.J. Evans (39).

Inkubationsmischung pro Test (Totalvolumen 1 ml)

0.5 ml Puffer (Tris/HCl pH 9.0, 0.2 M)

0.2 ml MgCl2-Lösung (0.01 M)

0.2 ml Enzympräparation in TMNS-Puffer pH 8.0 (Membran¬

suspension oder Zellextrakt)

0.1 ml ATP-Lösung (0.05 M, ATP-Dinatriumsalz, Boehringer

Mannheim)

Inkubation

Die Reaktion wurde durch Zugabe der Enzympräparation

gestartet, 30 min bei 55° C inkubiert und mit 1 ml

Perchlorsäure (5 %) gestoppt.
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Bestimmung des freigesetzten Phosphats

(nach Fiske und SubbaRow (40))

Zusammensetzung der Lösung für die Farbreaktion:

5 ml Acetat-Puffer (Essigsäure 2n, Na-acetat 0,33 M,

CuS04 0.01 M)

1 ml Ammoniummolybdatlösung (5 %)

1 ml Rhodolsulfitlösung (Rhodol 2 %, Natriumsulfit

dehydriert 5 %)

1 ml Perchlorsäure behandelte ATPase-Inkubationslösung

2 ml destilliertes Wasser

Messung der Blaufärbung bei 880 nm mit einem Zeiss-Spektro-

photometer.

Spontane ATP-Hydrolyse und nichtenzymatisch freigesetztes

Phosphat im Test wurden bei der Messung berücksichtigt.

Messung der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivität

(nach S. Mizuno et. al. (41))

Inkubationsmischung pro Test (Totalvolumen 3 ml)

1.0 ml Puffer (Tris/HCl pH 8.0, 0.13 M)

1.0 ml MgCl2~Lösung (10 mM)

0.73 ml destilliertes Wasser

20.0 yl NADP-Lösung (0.06 M)

0.2 ml Enzympräparation in TMNS-Puffer pH 8 (Membran¬

suspension, Zellextrakt, Verdünnung je nach Aktivität)

50.0 yl Glucose-6-Phosphatlösung (0.1 M)

Die Bestimmung der Enzymaktivität geschah indirekt durch Mes¬

sung der Extinktionszunahme bei 340 nm mit einem Zeiss-Spektro-

photometer mit Schreiber. Die Reaktion wurde durch Zugabe von

Glucose-6-Phosphat gestartet und die Aktivität im linearen

Messbereich bestimmt.
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Messung des Aminosäureeinbaus in TCA-fällbares Material

Der Einbau wurde mit Hilfe von i4C-markierten Aminosäuren

gemessen.

Prinzip der TCA-Fällung

In eisgekühlter 10 %-TCA-Lösung fallen Proteine und Nuklein¬

säuren quantitativ aus und sind in denaturierter Form stabil.

Erhitzt man den Niederschlag 10 min in 10 %-TCA-Lösung auf

90° C, so werden die Nukleinsäuren selektiv hydrolysiert und

zurück bleiben die in heisser TCA stabilen denaturierten

Proteine. Nach Abkühlung in Eis können die Hydrolyseprodukte

der Nukleinsäuren und andere niedermolekulare Substanzen

durch Waschen des Proteinniederschlages auf einem Filter

abgetrennt werden.

Inkubationsmischung pro Test (Totalvolumen 0.5 ml)

pro 0.5 ml

KCl 10.00 yM

Maleinsäure 25.00 UM

MnCl2 2.5 yM

Dithioerythrit 1.0 yM

ATP (Dinatriumsalz, Boehringer Mannheim) 1.0 yM

GTP (Trilithiumtetrahydrat, Calbiochem) 0.05 yM

CTP (Dinatriumtrihydrat, Calbiochem) 0.05 yM

UTP (Trinatriumsalz (5-10 % H2O), Fluka) 0.05 yM

dATP (Trilithiumhexahydrat, Calbiochem) 0.05 yM

dGTP (Tetranatriumdihydrat, Calbiochem) 0.05 yM

dCTP (Trilithiumpentahydrat, Calbiochem) 0.05 yM

dTTP (Tetralithiumsalz, Merck) 0.05 yM

Phosphoenolpyruvat (Tricyclohexylammoniumsalz,

Boehringer Mannheim) 3.0 yM
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pro 0.5 ml

Pyruvatkinase (Kaninchenmuskel, Boehringer

Mannheim, 10 mg/ml) 3.0 yl

Caseinhydrolysat (Merck, säurehydrolysiert) 1.0 mg

14C-Chlorellahydrolysat (Amersham, 54 mCi/mAtom

Kohlenstoff) 2.5 yCi

RNA-Lösung (vergl. 5.) oder destilliertes Wasser 0.1 ml

Membransuspension (in TMNS-Puffer pH 8.0

unverdünnt, vergl. 3.1.2.2.) 0.25 ml

Gewünschter pH-Wert der Inkubationsmischung mit Tris bei Zimmer¬

temperatur eingestellt.

Inkubation

Inkubationszeit und -temperatur je nach Experiment variiert.

Inkubation durch Zugabe der Membransuspension gestartet.

Probeentnahme aus der Inkubationsmischung
und Reaktionsunterbruch

Messprobe (0.1 ml) nach der gewünschten Inkubationszeit sofort

in Eis gekühlt, mit 6 ml 10 %-TCA-Lösung gefällt und in Eis

aufbewahrt.

Inkubation des Niederschlages in heisser TCA

Nach der Fällung den Niederschlag ca. 10 min in Eis aufbewahrt,

dann 10 min bei 90° C inkubiert und bis zur Filtration wieder

in Eis gekühlt.

Auswaschen der nichtgebundenen Radioaktivität

Der Niederschlag wurde auf einem GF/C-Glasfiber-Filter

(Whatman, 0 2.5 cm) gesammelt und 5mal mit 6 ml 10 %-TCA

gewaschen.
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Messung der gebundenen Radioaktivität

Die auf dem GF/C-Filter gebundene Radioaktivität mit einem

Flüssigkeits-Scintillationszähler (Nuclear Chicago, Isocap

300, ESR-Programm 5) bestimmt. Background und Nullwerte

(Reaktionsstopp bei t = 0 wie oben beschrieben) bei jeder

Testreihe neu gemessen und entsprechend berücksichtigt. Jede

Probe 10 min ausgezählt. Als Scintillations-Flüssigkeit

diente 10 ml PCS (Amersham).

Aminosäureeinbauaktivität in Anwesenheit von Chloramphenicol,

Actinomycin D, Cyanidionen und Rifampicin

Messverfahren wie unter 3.1.2.5.

Verwendete Hemmstoffkonzentrationen

Stammlösung Menge/0.5 ml Test

Chloramphenicol (Serva) 2.5 mg/ml 20 Ul

(wässrige Lösung)

Actinomycin D (Serva) 0.500 mg/ml 10 Ul

(alkoholische Lösung)

KCN-Lösung 1.0 mM/ml 20 ul

Rifampicin (Sigma) 0.05 mg/ml 20 Ul

Aminosäureeinbauaktivität in

unvollständigen Inkubationsmischungen

Messverfahren wie unter 3.1.2.5.

Inkubationsmischung ohne ATP

wie unter 3.1.2.5., jedoch ohne ATP

Inkubationsmischung ohne GTP

wie unter 3.1.2.5., jedoch ohne GTP
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Inkubationsmischung ohne UTP, CTP, dATP, dTTP, dGTP, dCTP

Wie unter 3.1.2.5., jedoch ohne UTP, CTP, dATP, dTTP, dGTP

und dCTP.

Aminosäureeinbauaktivität in

Anwesenheit extrahierter RNA

Messung wie unter 3.1.2.5.

Verwendeter RNA-Extrakt: RNA aus B. stearothermophilus

(vergl. 5.2.1.)

Aminosäureeinbauaktivität nach Inkubation

der Membranfraktion mit DNAse I und RNAse

Puffer :

TMNS-Puffer pH 8.0: Tris/HCl (pH 8.0) 0.13 M

MgCl2 0.01 M

NaCl 0.05 M

Saccharose 5.00 % (w/v)

TSM-Puffer pH 7.6: Tris/HCl (pH 7.6) 10.00 mM

Na-Succinat 5.00 mM

MgCl2 10.00 mM

Inkubation der Membranfraktion mit DNAse I

DNAse I (Rinderpankreas, Calbiochem) und RNAse (Rinder-

pankreas, Calbiochem) wurden in TSM-Puffer (1:10 verdünnt)

gelöst (1 mg/ml).

Die Membranfraktion (6-7 rag Protein/ml TMNS-Puffer pH 8.0,

vergl. 3.1.2.2.) wurde mit 20 pg/ml DNAse I oder mit

10 yg/ml RNAse 30 min bei 37° C inkubiert, danach mit der

Inkubationsmischung für den Aminosäureeinbau versetzt

(vergl. 3.1.2.5.) und bei 55° C und pH 7.5 weiterinkubiert.

Messung der eingebauten Radioaktivität wie unter 3.1.2.5..
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10. Inkubation von i4C-Aminosäure-markierten

Membranen mit Trypsin, Thermolysin und Lipase

Markierung der Membranen

Inkubiert wurde in der gleichen Inkubationsmischung wie

unter 3.1.2.5., jedoch mit 3facher Konzentration der

14C-Aminosäuren (15 jiCi/ml) und in lOfachem Ansatz (5 ml) .

Nach der Inkubation wurden die Membranen bei 0° C in 1:1

verdünntem TMNS-Puffer (pH 8.0) gewaschen, bis die Radio¬

aktivitätsmenge in der Membransuspension konstant blieb.

Zur Bestimmung der Radioaktivitätsmenge wurden 100 ul Membran¬

suspension mit 10 ml Scintillations-Flüssigkeit (PCS, Amersham)

versetzt und 10 min im Flüssigkeits-Scintillationszähler

(Isocap 300, Nuclear Chicago, ESR-Programm 5) ausgezählt.

Die Membranen wurden dann in 3 ml 1:1 verdünntem TMNS-Puffer

(pH 8.0) suspendiert und für die Inkubationen mit Trypsin,

Thermolysin und Lipase verwendet.

TMNS-Puffer pH 8.0: Tris/HCl (pH 8.0) 0.13 M

MgCl2 0.01 M

NaCl 0.05 M

Saccharose 5.00 % (w/v)

Inkubation mit Trypsin

Trypsin (Serva) wurde frisch in 0.1 n Salzsäure gelöst

(1 mg/ml). 0.5 ml Membransuspension wurden mit 10 ul Trypsin-

lösung versetzt und bei 35° C inkubiert. Nach verschiedenen

Inkubationszeiten wurden Proben von 50 ul zur Bestimmung

der membrangebundenen Radioaktivität, die mit kalter 10 %-TCA-

Lösung gefällt werden kann, entnommen (Bestimmung wie unter

3.1.2.5.)
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Inkubation mit Thermolysin

Thermolysin (Serva) wurde frisch in 1:1 verdünntem TMNS-Puffer

(pH 8.0) gelöst (1 mg/ml).

0.5 ml Membransuspension wurden mit 50 yl Thermolysinlösung

versetzt und bei 35° C inkubiert. Nach verschiedenen Inkuba¬

tionszeiten wurden Proben von 50 yl zur Bestimmung der

membrangebundenen Radioaktivität, die mit kalter 10 %-TCA-

Lösung gefällt werden kann, entnommen (Bestimmung wie unter

3.1.2.5.).

Inkubation mit Lipase

Lipase (Serva) wurde frisch in 1:1 verdünntem TMNS-Puffer

(pH 8.0) gelöst (1 mg/ml). Die Lösung blieb leicht trüb.

0.5 ml Membransuspension wurden mit 25-50 yl Lipaselösung

versetzt und bei 35° C inkubiert. Nach verschiedenen Inku¬

bationszeiten wurden Proben von 50 yl zur Bestimmung der

membrangebundenen Radioaktivität, die mit kalter 10 %-TCA-

Lösung gefällt werden kann, entnommen (Messung wie unter

3.1.2.5.).

Sphäroplastenmembranen aus Bacillus Xi

Züchtung des Zellmaterials, Batch

Kulturmedien

BHI-Agar: 5.2 % Brain-Heart-Infusion-Agar

(BBL, Bio Quest, USA)

LLB-Glyc-Medium: 2.0 % Lab-Lemco-Broth (Oxoid)

1.0 % Glycerin (chemisch rein, Fluka)

Antischaum-Zusatz: Einige Tropfen Dow Corning A-Emulsion

(nur für flüssiges Medium)
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Stufe 1: BHI-Agar in Petrischale, beimpft mit 1 Impfose

Zellmaterial (Sporen ab Mn-Agar, vergl. 2.1.)

Inkubation ca. 14 h bei 55° C.

Stufe 2: 700 ml Vorkultur (LLB-Glyc-Medium) in einem

1 1-Erlenmeyerkolben, beimpft mit 5 ImpfÖsen

Zellmaterial der BHI-Agar-Kultur (Stufe 1).

Inkubation 21/2-3 h bei 37° C.

Belüftung mit steriler, vorgewärmter, befeuch¬

teter Luft durch eine Belüftungskerze (3 WM) .

15 1 Batch (Fermenter, Chemap AG, Männedorf, Schweiz)

14.3 1 LLB-Glyc-Medium, geimpft mit 700 ml exponentiell

wachsender Vorkultur (ca. 2V2-3 h inkubiert).

Vertikale Turbinenumwälzung (800 RPM).

Belüftung mit 0.3 WM Pressluft (Zimmertemperatur).

Inkubation bei 37° C.

Messung des Kulturwachstums

wie unter 3.1.1.1.

Messung des pH-Wertes im Medium

wie unter 3.1.1.1.

Zellernte und Bestimmung des Nassgewichts

wie unter 3.1.1.1.
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3.1.3.2. Isolierung der Sphäroplastenmembranen

wie unter 3.1.2.2.

Die gereinigten Membranen wurden jedoch in 6 ml TMNS-Puffer

(pH 8.0) aufgenommen und davon die Proteinkonzentration

bestimmt.

3.1.3.3. Messung der ATPase-Aktivität

wie unter 3.1.2.3.

3.1.3.4. Messung der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivität

wie unter 3.1.2.4.
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Messung des Aminosäureeinbaus in TCA-fällbares Material

Der Einbau wurde mit Hilfe von l^C-markierten Aminosäuren ge¬

messen.

Prinzip der TCA-Fällung: vergleiche 3.1.1.3.

Inkubationslösung

Tris

Maleinsäure

KCl

MnCl2

MgCl2

ATP (vergl. 3.1.1.3.)

GTP ( "

3.1.1.3.)

CTP ( "

3.1.1.3.)

UTP (
"

3.1.1.3.)

dATP ( "

3.1.1.3.)

dGTP ( "

3.1.1.3.)

dCTP ( "

3.1.1.3.)

dTTP ( "

3.1.1.3.)

pro ml

Caseinhydrolysat (Merck)

^C-Chorellahydrolysat
(Amersham 54 yCi/mAtom Kohlenstoff)

Sphäroplastenmembransuspension

(vergl. 3.1.3.2.)

50 0 yM

50 0 yM

20 0 yM

5 0 yM

1 0 yM

2 0 yM

0 1 yM

0 1 yM

0 1 yM

0 1 yM

0 1 yM

0 1 yM

0 1 yM

2 0 mg

5 0 yCi

0.2 ml

Der pH-Wert dieser Inkubationsmischung lag bei pH 5.0 und

wurde nicht korrigiert.



- 34 -

Inkubation

Inkubiert wurde in einem Colora-Ultrathermostat (Typ NB).

Die Inkubation dauerte 10 min bzw. 20 min. Die Temperatur

wurde dem Experiment entsprechend gewählt.

Reaktionsunterbruch und Bestimmung der

TCA-fällbaren Radioaktivität

Die TCA-fällbare Radioaktivität wurde nach folgendem Schema

bestimmt:

1 ml Inkubationsmischung

(ca. 1 mg Protein)

Zugabe von 2 ml dest. Wasser,

2 ml BSA-Lösung (0.5 mg/ml),
1 ml 60 %-TCA-Lösung in Eis

6 ml TCA-Fällung

5mal mit 6 ml 6 %-TCA-Lösung

waschen und abzentrifugieren

gewaschene TCA-Fällung

Zugabe von 3 ml SDS/Tris-Lösung

( 1 %, 1 M)

gelöste TCA-Fällunj

1.5 ml gelöste TCA-Fällung

in 10 ml Aquasol

aufnehmen

I
Radioaktivitätsmessung

Proteinbestimmung

(wie unter 2.3.)

30 yl gelöste TCA-

Fällung

+ 540 yl dest. Wasser

+ 30 yl SDS/Tris-Lösung

(1 %, M)

+ 120 yl 60 %-TCA-Lösung

Ratioaktivitätsmessung mit einem Flüssigkeits-Scintillations-

zähler (Isocap 300, Nuclear Chicago, ESR-Programm 5). Back¬

ground und Nullwerte (TCA-Fällung nach Inkubationszeit

t = 0 min) wurden für jede Messreihe neu bestimmt.
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3.2. Resultate

3.2.1. Sphäroplasten aus B. stearothermophilus

3.2.1.1. Zellwachstum und -ausbeute

Zellwachstum setzte ca. 30 min nach dem Impfen der 15 1 Batch-

Kultur ein und zeigte während 11/2-2 h exponentielle Wachs¬

tumskinetik (Abb. 1). Die Zellausbeute lag zwischen 12 g und

15 g Nasszellen. Die Zellen hatten die Tendenz, am Ende der

exponentiellen Wachstumsphase zu sporulieren, wurden jedoch

vor dieser Sporulationsphase geerntet.

10

Ol

1.0 •

0.9-

0.8 »

0.7»

0.6 -

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

"o-o.
°— o-ft

/

TS

X

Zeit (h)

Abb. 1 : Wachstum von B. stearothermophilus in einer 15 1 Batch-Kultur

bei 55° C (LLB-Glyc-Medium, vergl. 3.1.1.1.).
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• Wachstum

O pH-Verlauf
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Aminosäureeinbau in TCA-fällbares Material mit und ohne

Chloramphenicol, Actinomycin D, Cyanidionen und SDS in

der Inkubationsmischung. Einfluss der Membransolubilisie-

rung mit SDS nach der Inkubation auf den 14C-Aminosäure-

gehalt der TCA-Fällung

Der Aminosäureeinbau in TCA-Niederschlag bei 55° C war sowohl

durch die Transkriptions- und Translationshemmer Actinomycin D

und Chloramphenicol als auch durch Cyanidionen als Atmungs¬

ketten- und Transporthemmer nur zu maximal 50 % hemmbar

(Tabelle 1). 0.1 % SDS in der Inkubationsmischung inakti¬

vierte die Aminosäureeinbauaktivität praktisch zu 100 %

(Tabelle 1). Membransolubilisierung mit 0.1 % SDS nach der

Inkubation hatte nur bei der Inkubation der Sphäroplasten

in Anwesenheit von Cyanidionen einen Effekt (Tabelle 1), der

aufgrund der vorliegenden Daten jedoch nicht erklärt werden

kann.

Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Aminosäure¬

einbauaktivität intakter Sphäroplasten

Das Temperaturoptimum der Aminosäureeinbauaktivität ganzer

Sphäroplasten aus B. stearothermophilus lag bei 55° C und fiel

mit der Züchtungstemperatur zusammen (Abb. 2). Inkubations¬

temperaturen oberhalb der Züchtungstemperatur hatten eine

rasche Inaktivierung der Aminosäureeinbauaktivität zur Folge.

pH-Optimum der Aminosäureeinbauaktivität

intakter Sphäroplasten bei 55° C

Die grösste Aminosäureeinbauaktivität intakter Sphäroplasten

aus B. stearothermophilus lag im sauren Bereich bei pH 5.5

(Abb. 3).
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Abb. 2: Temperaturoptimum der Aminosäureeinbauaktivität intakter

Sphäroplasten aus B. stearothermophilus (Inkubation 30 min,

pH 7.5 (20° C), Reaktionsunterbruch durch Zugabe von

0.1 %-SDS, Inkubationsmischung vergl. 3.1.1.3.)
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Abb. 3: pH-Optimum der Aminosäureeinbauaktivität intakter Sphäroplasten
aus B. stearothermophilus (Inkubation 30 min, 55° C, Reaktions¬
unterbruch durch Zugabe von 0.1 %-SDS, Inkubationsmischung
vergl. 3.1.1.3.).
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3.2.2. Sphäroplastenmembranen aus B. stearothermophilus

3.2.2.1. Zellwachstum und -ausbeute

Zellwachstum setzte sogleich nach dem Impfen der 15 1 Batch-

Kultur ein und zeigte während 1V2-2 h exponentiellen Verlauf

(Abb. 4). Die Zellausbeute lag bei 28 g Nasszellen.
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Abb. 4: Wachstum von B. stearothermophilus in einer 15 1 Batch-

Kultur (LLB-Glyc-Medium, vergl. 3.1.2.1.) bei 55° C.
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3.2.2.2. Sphäroplastenmembranpräparation:

ATPase-Aktivität, Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase-Aktivität, Proteinbestimmung

Tabelle 2 zeigt die Aktivitäten eines membrangebundenen Enzyms

(ATPase) und eines Extraktenzyms (Glucose-6-Phosphat-Dehydro-

genase) in der Membranfraktion und im Zellextrakt nach einem

Quarzsandaufschluss (vergl. 3.1.2.2.). Aus der Verteilung

geht hervor, dass die Membranfraktion praktisch frei von Zell¬

extraktbestandteilen war.

Die Proteinkonzentration der Membranfraktion lag bei allen

Aufschlüssen zwischen 6 mg/ml und 7 mg/ml.

Tabelle 2: ATPase-Aktivität und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-

Aktivität der Membranfraktion und des Zellextrakts aus

B. stearothermophilus (Inkubationstemperatur 55° C,

Resultate aus einem typischen Zellaufschluss).

Zellfraktion ATPase-Aktivität

Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase-Aktivität

yM/mg Prot. min. % Akt. yM/mg Prot. min. % Akt.

Zellextrakt

Membranfraktion

0.1

3.3

3

100

0.22

<0.01

100

<4.5
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Aminosäureeinbau in Material, stabil in kalter

oder in heisser TCA durch die Membranfraktion

Kinetik des Aminosäureeinbaus

Die Aminosäureeinbauaktivität der Membranfraktion war bei

55° C nur während ca. 2 min linear, unabhängig von der Inku¬

bation der Fällung in heisser oder kalter TCA (Abb. 5).

100 -

0 2 5 10 15 20 25 30

Zeit (min)

Kinetik des Aminosäureeinbaus der Membranfraktion aus

B. stearothermophilus in TCA-Fällung (Inkubation pH 7.5, 55°C),

0 Einbau in Material stabil in kalter TCA

(komplette Inkubationsmischung)

O O Einbau in Material stabil in heisser TCA

(komplette Inkubationsmischung)

Einbau in Material stabil in kalter TCA

(Inkubationsmischung ohne CTP, UTP, dATP,

dGTP, dCTP, dTTP)

D Einbau in Material stabil in heisser TCA

(Inkubationsmischung ohne CTP, UTP, dATP,

dGTP, dCTP, dTTP)
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Charakterisierung der Aminosäureeinbauaktivität

Die Resultate sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Ungefähr 20 %

der eingebauten Aminosäuren konnten durch Inkubation des Nie¬

derschlags in heisser TCA wieder freigesetzt werden. Trans¬

lations- und Transkriptionshemmer, wie Chloramphenicol,

Actinomycin D und Rifampicin, hatten keine signifikanten

Aenderungen des Aminosäureeinbaus der Membranfraktion zur

Folge. Cyanid als Hemmstoff der Atmungskette erhöhte die

Aminosäureeinbauaktivität um 20-30 %. Andererseits war der

Aminosäureeinbau weder aktivierbar mit einer Proteinsynthese-

stimulierenden RNA-Fraktion aus B. stearothermophilus (vergl.

5.2.1.) noch abhängig von ATP oder GTP in der Inkubations¬

mischung. Fehlten jedoch die übrigen Nukleotidtriphosphate

(GTP, UTP, dATP, dGTP, dCTP, dTTP), so war der Einbau deut¬

lich niedriger.

Abhängigkeit des Aminosäureeinbaus von einem

Nukleotidtriphosphatgemisch in der Inkubationslösung

Während den ersten 5 min der Inkubation war das System unab¬

hängig von den Nukleotidtriphosphaten CTP, UTP, dATP, dGTP,

dCTP, dTTP. Ohne diese nah^ der Aminosäureeinbau dann rasch

ab, konnte jedoch durch Zugabe des Nukleotidtriphosphatge-

misches nach 10 min Inkubation reaktiviert werden (Abb. 6).

Abhängigkeit der Aminosäureeinbauaktivität der

Membranfraktion von der Inkubationstemperatur

Die optimale Temperatur lag bei 65° C und war damit 10° C

höher als die Züchtungstemperatur (Abb. 7).
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Abb. 6: Kinetik des Aminosäureeinbaus der Membranfraktion aus

B. stearothermophilus mit und ohne Nukleotidtriphosphat-

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

Inkubationslösung (Inkubation 55° C, pH 7.5).

O O Aminosäureeinbau mit Nukleotidtriphosphatgemisch

• • Aminosäureeinbau mit Nukleotidtriphosphatgemisch
(zugegeben nach 15 min Inkubation)

Aminosäureeinbau ohne Nukleotidtriphosphatgemisch
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Abb. 7: Temperaturoptimum der Aminosäureeinbauaktivität der Membranfrak¬

tion aus B. stearothermophilus (Inkubation 15 min, 55° C, pH 7.5)

O O Einbau in Material stabil in kalter TCA

• • Einbau in Material stabil in heisser TCA
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Einfluss der Inkubation der Membranfraktion mit

DNAse I und RNAse auf die Aminosäureeinbauaktivität

Bei der Vorinkubation der Membranfraktion mit DNAse I oder

RNAse wurde die Aminosäureeinbauaktivität nur sehr gering

inaktiviert (Tabelle 4). Den deutlichsten Einfluss hatte

RNAse auf den Aminosäureeinbau in Material, stabil in

heisser TCA.

Tabelle 4; Aminosäureeinbauaktivität der Membranfraktion aus

B. stearothermophilus nach Vorinkubation mit DNAse I

oder RNAse während 30 min bei 37° C. Inkubation für

den Aminosäureeinbau: 15 min, 55° C, pH 7.5.

Membranpräparation

Aminosäureeinbau (% Aktivität)

Material stabil

in kalter TCA

Material stabil

in heisser TCA

Membranfraktion 30 min bei 37° C

inkubiert ohne

Enzym

Membranfraktion DNAse I-behandelt

(20 ug/ml), 37° C

100

101

100

94

Membranfraktion RNAse-behandelt

(10 ug/ml), 37° C 95 91
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Freisetzung gebundener Aminosäuren bei Behandlung Aminosäure¬

markierter Membranen mit Trypsin, Thermolysin und Lipase

Nach 90 min Inkubation wurden aus Lipase-behandelten Membranen

ca. 15 % mehr Aminosäuren freigesetzt als aus Thermolysin-,

Trypsin-behandelten oder aus unbehandelten (Abb. 8).
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40 •

20-

' ' ' ' ' i,i

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Inkubationszeit (min)

Inkubation Aminosäure-markierter Membranen aus B. stearo-

thermophilus mit Trypsin, Thermolysin und Lipase

(35° C, pH 8.0).

O - O Inkubation ohne Enzyme

• • Inkubation mit Trypsin

___^__ Inkubation mit Thermolysin

A A Inkubation mit Lipase ( 50 \il/ml)

± A Inkubation mit Lipase (100 V-l/ml)
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3.2.3. Sphäroplastenmembranen aus Bacillus X^

3.2.3.1. Zellwachstum und -ausbeute

Exponentielles Wachstum setzte gleich nach dem Beimpfen der

15 1 Batch-Kultur ein (Abb. 9).

Die Zellausbeute lag zwischen 20 g und 25 g Nasszellen.
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Abb. 9: Wachstum von Bacillus Xi in einer 15 1 Batch-Kultur bei 37° C

(LLB-Glyc-Medium, vergl. 3.1.3.1. ) .
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3.2.3.2. Sphäroplastenmembranpräparation:

ATPase-Aktivität, Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase-Aktivität, Proteinbestimmung

Die Verteilung des Extraktenzyms (Glucose-6-Phosphat-Dehydro-

genase) zwischen Membranfraktion und Zellextrakt zeigt, dass

die Membranfraktion nur sehr gering mit Extraktprotein verun¬

reinigt war (Tabelle 5). Anderseits scheint die ATPase rela¬

tiv schwach membrangebunden zu sein, denn im Extrakt wurden

20 % der membrangebundenen Aktivität gefunden (Tabelle 5).

Tabelle 5: ATPase-Aktivität und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Aktivität der Membranfraktion und des Zellextrakts aus

Bacillus Xi, gezüchtet bei 37° C (Inkubationstemperatur
37° C, Resultate aus einem typischen Zellaufschluss).

Zellfraktion

ATPase

Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase

yM/mg Prot, min % Akt. UM/mg Prot, min % Akt.

Zellextrakt

Membranfraktion

0.05

0.24

21

100

0.36

0.007

100

2
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Abhängigkeit der Aminosäureeinbauaktivität der

Membranfraktion von der Inkubationstemperatur

Obwohl die Zellen bei 37° C gezüchtet wurden, war die Amino¬

säureeinbauaktivität im thermophilen Bereich höher als im

mesophilen (Abb. 10).

Bei 10 min Inkubation lag das Optimum bei 45° C. Wurde jedoch

20 min inkubiert, so verschob sich das Optimum noch mehr in

den thermophilen Bereich (Abb. 10).

10 »
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o-'- 25 30 35 40 45

Temperatur CO

50 55

Abhängigkeit der Aminosäureeinbauaktivität der Membranfrak¬

tion aus Bacillus X± von der Inkubationstemperatur.

Inkubation 10 min und 20 min bei pH 5.0.

O- O Inkubationszeit 10 min (Einbau in Material

stabil in kalter TCA)

- Inkubationszeit 20 min (Einbau in Material

stabil in kalter TCA),
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UNTERSUCHUNGEN AN DER SPHAEROPLASTENMEMBRAN-PRAEPARATION

AUS 14C-THYMIN-MARKIERTEN ZELLEN VON B. STEAROTHERMOPHILUS

Material und Methoden

Züchtung des Zellmaterials

Stamm

Bacillus stearothermophilus NCIB 8924

Kulturmedium

LLB-Glyc-Medium: 2.0 % Lab Lemco Broth (Oxoid)

1.0 % Glycerin (chemisch rein, Fluka)

1.5 % Agar (Difco) (nur für festes Medium)

Antischaum-Zusatz: Einige Tropfen Dow Corning A-Emulsion

(nur für flüssiges Medium)

LLB-Glyc-Agar in Petrischale, beimpft mit

1 Impfose Zellmaterial (Sporen ab Mn-Agar,

vergl. 2.1.).

Inkubation ca. 14 h bei 55° C.

20 ml Vorkultur (LLB-Glyc-Medium) in

einem Reagensglas mit Watteverschluss,

beimpft mit 2 ImpfÖsen einer LLB-Glyc-

Agar-Kultur (Stufe 1) .

Inkubation ca. 2 h bei 55° C.

Belüftung durch Schütteln auf einem

Vortex-Mischer (mittlere Geschwindigkeit).

Vorkulturen

Stufe 1:

Stufe 2:
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C-Thymin-Markierung in der 50 ml Kultur

50 ml LLB-Glyc-Medium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit

Schikanen, geimpft mit 1 ml exponentiell wachsender Vorkultur

(ca. 2 h bei 55° C inkubiert). Zu Beginn der exponentiellen

Wachstumsphase wurden 10 yCi C-Thymin zugegeben. Inkubation

bei 55° C auf einer Schüttelmaschine (Infors AG, Basel, Typ

TRj_) bei 130 RPM.

Messung des Kulturwachstums

vergl. 3.1.1.1.

Zellernte

Zellwachstum wurde am Ende der exponentiellen Wachstumsphase

durch rasches Abkühlen in Eis und Zentrifugation in einer

Sorvallzentrifuge (7000 g, 10 min, 0° C) gestoppt. Die

Zellen mussten so lange in TES-Puffer 1 (50 mM Tris/HCl

pH 8.0, 100 mM EDTA, 16 % (w/v) Saccharose) gewaschen werden,

bis im Ueberstand nach der Zentrifugation (7700 g, 10 min,

0° C) die Radioaktivität nicht mehr abnahm.

Danach wurde das Zellnassgewicht (Gewicht des Zellsediments

nach der Zentrifugation) bestimmt, das Zellsediment in flüssi¬

gem Stickstoff eingefroren und bis zum Gebrauch bei -25° C

aufbewahrt.

Zellaufschluss und Isolierung der

Membranfraktion und des Zellextraktes

Puffer

TES-Puffer 1 Tris/HCl (pH 8.0) 50 mM

EDTA 100 mM

Saccharose 16 % (w/v)

TES-Puffer 2 Tris/HCl (pH 8.0) 50 mM

EDTA 100 mM

Saccharose 5 % (w/v)
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TSM-Puffer Tris/HCl (pH 7.6) 10 mM

Na-Succinat 5 mM

MgCl2 10 mM

Zellaufschluss

Das gewaschene Zellsediment (vergl. 4.1.1.) einer 50 ml Kultur

(ca. 0.26 g Nassgewicht) wurde in 0.75 ml TES-Puffer 1 aufge¬

nommen und mit 0.25 ml Lysozymlösung (2 mg/ml TES-Puffer 1)

und 0.1 ml KCN-Lösung (0.1 M) während 30 min bei 30° C inku¬

biert. Die gebildeten Sphäroplasten lysierten nach Zugabe von

2.65 ml TES-Puffer 2 innerhalb von 30 min bei 0° C. Das vis¬

kose Lysat wurde durch Schütteln auf dem Vortex-Mischer

(1 min) bei maximaler Geschwindigkeit homogenisiert.

Isolierung des Zellextraktes und der Membranfraktion

Eine 20 %ige (w/v) Saccharoselösung (TSM-Puffer, 1:10 verdünnt)

wurde in einem Zentrifugenbecher (0 0.9 cm) mit dem homogenen

Zell-Lysat überschichtet und die Membranen durch Zentrifuga-

tion (13'000 g, 20 min, 4° C) vom Zellextrakt getrennt.

Der Zellextrakt (über der Saccharoselösung) wurde während

9 h bei 4° C gegen TSM-Puffer (1:10 verdünnt) dialysiert,

die Saccharoselösung abdekantiert, das Membransediment noch

2-3mal mit TSM-Puffer (1:10 verd.) überschichtet und die

restliche Saccharoselösung ausgewaschen. Das Membransedi¬

ment wurde in 1.8 ml TSM-Puffer aufgenommen.

Charakterisierung der TCA-fällbaren Radioaktivität

in der Membranfraktion und im Zellextrakt

Prinzip der TCA-Fällung: vergl. 3.1.2.5.
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Inkubation der Membranfraktion und des

Zellextraktes in kalter und heisser TCA.

Messung der Radioaktivität im Niederschlag.

Membranfraktion

0.1 ml Membranfraktion wurde mit 0.5 ml BSA-Lösung (1 mg/ml)

als Carrier und 6 ml 10 %-TCA-Lösung 10 min bei 90° C oder

0° C inkubiert. Der Niederschlag wurde auf einem GF/C-Glas-

fiberfilter (0 2.5 cm, Whatman) gesammelt, 5mal mit 6 ml

10 %-TCA-Lösung gewaschen und die auf dem Filter gebundene

Radioaktivität mit einem Flüssigkeits-Scintillationszähler

(Isocap 300, Nuclear Chicago Div.) bestimmt.

Jede Probe wurde während 10 min ausgezählt. Als Scintilla-

tions-Flüssigkeit diente PCS (Amersham, 10 ml/Vial).

Zellextrakt

100-200 yl Zellextrakt wurden mit 0.5 ml BSA-Lösung (1 mg/ml)

gemischt und mit 6 ml 10 %-TCA-Lösung gefällt, das Gemisch

10 min bei 90° C oder bei 0° C inkubiert und die Radioaktivi¬

tät im Niederschlag wie bei der Membranfraktion bestimmt.

Inkubation der Membranfraktion

und des Zellextraktes mit DNAse I

Die Radioaktivität, gebunden im TCA-Niederschlag, wurde wie

unter 4.1.3.1. bestimmt.

Inkubation der Membranfraktion

0.5 ml Membranfraktion (vergl. 4.1.2.) wurden mit 10 yg

DNAse I (aus Rinderpankreas, Calbiochem) bei 37° C inku¬

biert. Als Referenz dienten Inkubationen ohne DNAse I mit

und ohne EDTA (100 mM).

Zu verschiedenen Inkubationszeiten wurden 0.1 ml Proben
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entnommen und zusammen mit 0.5 ml BSA-Lösung mit 6 ml eis¬

gekühlter 10 %-TCA-Lösung gefällt. Die Radioaktivität im Nie¬

derschlag wurde bestimmt, ohne auf 90° C zu erhitzen.

Inkubation des Zellextraktes

1 ml Zellextrakt (vergl. 4.1.2.) wurde mit 20 ]lg DNAse I

(aus Rinderpankreas, Calbiochem) bei 37° C inkubiert. Als

Referenz diente eine Inkubation ohne DNAse I. Zu verschie¬

denen Inkubationszeiten wurden 0.2 ml Proben entnommen und

zusammen mit 6 ml eisgekühlter 10 %-TCA-Lösung gefällt. Die

Radioaktivität im Niederschlag wurde ohne Hitzeschritt bei

90° C bestimmt.

Saccharosegradienten-Zentrifugation nach

Inkubation der Membranfraktion mit DNAse I

Puffer

TSM-Puffer: Tris/HCl (pH

Na-Succinat

MgCl2

7..6) 10.0 mM

5.0 mM

10.0 mM

NET-Puffer : NaCl

EDTA

0.1 M

10.0 mM

Tris/HCl (pH 8..0) 10.0 mM

Inkubation mit und ohne DNAse I

Nach dem Zellaufschluss (vergl. 4.1.2.) wurden die Membranen

durch Zentrifugation (20'000 g, 20 min, 0° C) vom Zellextrakt

getrennt, das Membransediment in 1 ml TSM-Puffer (1:10 verd.)

aufgenommen und die homogene Suspension in drei gleich grosse

Portionen geteilt.

Diese 3 Portionen wurden wie folgt inkubiert:

Portion 1 (0.3 ml) mit 8 yg DNAse I, 75 min bei 37° C;

Portion 2 wie Portion 1, jedoch ohne DNAse I;

Portion 3 ohne DNAse I, 75 Min. bei 0° C.
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Saccharosegradient (diskontinuierlich, 3 Schichten)

0.8 ml 70 %-Saccharoselösung in NET-Puffer (1:10 verd.)

1.5 ml 65 %-Saccharoselösung in NET-Puffer (1:10 verd.)

1.7 ml 20 %-Saccharoselösung in NET-Puffer (1:10 verd.)

Nach Abkühlung in Eis wurden 3 gleiche Saccharosegradienten

mit je einer der drei oben genannten Portionen überschichtet

und 2V2 h bei 13'000 RPM und 4° C in einer Ultrazentrifuge

(Beckmann, Spinco L2, SW 39 Rotor) zentrifugiert.

Fraktionierung der Gradienten

Die Gradienten wurden von unten mit einer Stahlnadel angesto¬

chen und 2-Tropfen-Fraktionen mit einem automatischen Fraktio¬

nensammler (Ultrorac, LKB) gesammelt (Fliessgeschwindigkeit

9.1 ml/h). Jeder Fraktion wurde 1 ml NET-Puffer vorgelegt.

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen wurden

durch Messung der Absorption bei 280 nm verglichen und gleich¬

zeitig der Radioaktivitätsgehalt jeder Fraktion bestimmt.

0.8 ml pro Fraktion wurden in 10 ml Scintillations-Flüssig-

keit (PCS, Amersham) gelöst und 10 min ausgezählt (Flüssig-

keits- Scintillationszähler Isocap 300, Nuclear Chicago Div.).
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4.2. Resultate

4.2.1. Einbau von ^C-Thymin durch B. stearothermophilus

4.2.1.1. Zellwachstum und -ausbeute

1 h nach Beimpfen der 50 ml Kultur begann exponentielles Wachs¬

tum. Nach 1 h und 15 min konnte -^C-Thymin zugegeben werden.

Nach weiteren 90 min wurden die immer noch exponentiell wach¬

senden Zellen geerntet (Abb. 11).

Die Zellausbeute lag zwischen 0.22 g und 0.26 g Nasszellen

pro 50 ml Kultur.
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Abb. 11: In vivo DNA-Markierung mit ^C-Thymin.
Wachstum von B. stearothermophilus in einer 50 ml Schüttel¬

kultur (LLB-Glyc-Medium, 130 RPM, 55° C, 10 \lCi 14C-Thymin).
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4.2.2. Charakterisierung der membrangebundenen

Radioaktivität und derjenigen im Cytoplasma

4.2.2.1. Stabilität in heisser und kalter TCA

Die Inkubationen der TCA-Fällung des Zellextraktes wie der

Membranfraktion bei 90° C und 0° C zeigen deutlich, dass

l^C-Thymin bei der Züchtung nicht metabolisiert und nur in

Nukleinsäuren eingebaut wurde, denn die TCA-fällbare Radio¬

aktivität geht bei der Behandlung mit heisser TCA in Lösung

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Stabilität der TCA-fällbaren Radioaktivität des Zellextrak¬

tes und der Membranfraktion in heisser und kalter TCA.

Inkubation der TCA-Fällung

Gebundene Radioaktivität

im TCA-Niederschlag

Zellextrakt

CPM %

Membranfraktion

CPM %

in 10 % TCA-Lösung bei 0° C

in 10 % TCA-Lösung bei 90° C

1087 100

28 3

597 100

68 11
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2. Abbau mit DNAse I

Wurde die Membranfraktion mit DNAse I inkubiert, so ging die

gesamte Radioaktivität in Lösung, ein weiterer Hinweis dafür,

dass auch in exponentiell wachsendem B. stearothermophilus

ein Teil der DNA membrangebunden ist (Abb. 12).

Zeit (min)

2: Inkubation der Membranfraktion und des Zellextraktes aus

14C-Thymin-markierten Zellen mit DNAse I (20 \ig/ml).

Abbau der in kalter TCA fällbaren Radioaktivität.

•———• Inkubation des Zellextraktes ohne Enzym

O O Inkubation des Zellextraktes mit DNAse I

A A Inkubation der Membranfraktion ohne Enzym

B g Jn&ujbation der Membranfraktion ohne Enzym

mit EDTA (100 mM)

Inkubation der Membranfraktion mit DNAse I
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4.2.2.3. Verteilung der membrangebundenen Radioaktivi¬

tät im Saccharosegradienten nach Inkubation

der Membranfraktion mit und ohne DNAse I

Bei der Inkubation der Membranfraktion bei 37° C mit DNAse I

wird die Bindung zwischen DNA und Membran so stark gelockert,

dass der DNA-Membrankomplex im Saccharosegradienten zerfällt.

Auch ohne DNAse I wird die DNA fast vollständig abgelöst

(Abb. 13).
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Abb. 13: Membranfraktion aus -*C-Thymin-markierten Zellen.

Verteilung der membrangebundenen Radioaktivität

im Saccharosegradienten

O O

D D

Protein

Vorinkubation der Membranfraktion bei 0° C

ohne DNAse I (75 min)

Vorinkubation der Membranfraktion bei 37° C

ohne DNAse I (75 min)

Vorinkubation der Membranfraktion bei 37° C

mit DNAse I (75 min)
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ISOLIERUNG EINER PROTEINSYNTHESE-STIMULIERENDEN

RNA-FRAKTION AUS B. STEAROTHERMOPHILUS UND BACILLUS XI

Material und Methoden

RNA aus B. stearothermophilus

1.1. Züchtung des Zellmaterials

Stamm

Bacillus stearothermophilus NCIB 8924

Kulturmedien

BHI-Medium:

BHI-Agar:

Antischaum-Zusatz :

3.7 % Brain Heart Infusion

(BBL, Bio Quest, USA)

5.2 % Brain Heart Infusion

(BBL, Bio Quest, USA)

Einige Tropfen Dow Corning A-Emulsion

(nur für flüssiges Medium)

Vorkulturen

Stufe 1:

Stufe 2:

BHI-Agar in Petrischale beimpft mit 1

Impfose Zellmaterial (Sporen ab Mn-Agar,

vergl. 2.1.) Inkubation ca. 14 h bei 55° C.

20 ml Vorkultur (BHI-Medium) in einem

Reagensglas mit Watteverschluss, geimpft

mit 2 Impfösen einer BHI-Agar-Kultur

(Stufe 1).

Inkubation ca. 2 h bei 55° C. Belüftung

durch Schütteln auf einem Vortex-Mischer

(mittlere Geschwindigkeit).

Züchtung normal exponentiell wachsender Zellen

500 ml BHI-Medium in einem 1 1-Erlenmeyerkolben mit Schikanen

wurden mit 2 ml exponentiell wachsender Vorkultur geimpft und
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auf einer Schüttelmaschine (Infors AG, Basel, Typ TRI) bei

55° C und 170 RPM inkubiert. Die Zellen wurden am Ende der

exponentiellen Wachstumsphase geerntet.

Züchtung von Rifampicin-behandelten Zellen

Im Unterschied zur obigen Züchtung wurde am Ende der expo¬

nentiellen Wachstumsphase 25 mg Rifampicin (Sigma) pro 500 ml

Medium zugegeben und unter Züchtungsbedingungen noch 15 min

weiterinkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen gleich

geerntet wie unbehandelte Zellen.

Messung des Kulturwachstums

vergl. 3.1.1.1.

Zellernte

TMNS-Puffer pH 7.5 Tris/HCl (pH 7.5) 0.13 M

MgCl2 0.01 M

NAC1 0.05 M

Saccharose 5.0 % (w/v)

500 ml Medium wurden mit 500 ml TMNS-Puffer (pH 7.5) verdünnt

und in einer RC-3 Sorvallzentrifuge zentrifugiert (1 1-Becher,

5500 RPM, 20 min, 0° C).

Das Zellsediment wurde 2mal in 30 ml TMNS-Puffer (pH 7.5) ge¬

waschen und das Gewicht des Zellsediments (Zellnassgewicht)

bestimmt. Danach wurden die Zellen als Sediment in flüssigem

Stickstoff eingefroren und bis zum Gebrauch bei -25° C aufbe¬

wahrt
.

Isolierung der RNA

Im wesentlichen wurde nach der Methode von M.F. Petit-Glatron

gearbeitet (49). (Gleiche Methode für Rifampicin-behandelte

und -unbehandelte Zellen.)
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Puffer

TMNS-Puffer pH 7.5 Tris/HCl (pH 7.5) 0.13 M

MgCl2 0.01 M

NaCl 0.05 M

Saccharose 5.0 % (w/v)

Tris/HCl (pH 7.5) 0.01 M

EDTA 0.01 M

TE-Puffer pH 7.5

Bei der RNA-Extraktion wurde wie folgt vorgegangen:

lg Nasszellen in 20 ml TMNS-Puffer (pH 7.5) mit 10 mg

Lysozym (aus Hühnereiweiss, Fluka) 10 min bei Zimmer¬

temperatur inkubieren

Sphäroplasten abzentrifugieren (7700 g, 10 min, 0° C)

Sphäroplastensediment bei 4° C in 20 ml TE-Puffer (pH 7.5)

aufnehmen und mit SDS versetzen, bis die Lösung klar und

viskos ist

20 ml heisses Phenol (70° C) zugeben, auf dem Vortex-

Mischer gut mischen und 5 min in einem Scheidetrichter

bei 4° C ausschütteln

Phasentrennung durch Zentrifugation (0° C, 7000 g,

20 min) im HB-4 Rotor einer Sorvallzentrifuge in

Glaszentrifugenbechern (Corex)

Obere wässrige Phase sorgfältig abpipettieren, in einem

Messzylinder sammeln (4° C) und Kochsalzkonzentration

auf 1 Mol pro Liter einstellen

RNA durch Zugabe von doppeltem Volumen Aethanol und

Inkubation bei -25° C während 20 h ausfällen

Fällung durch Zentrifugation (0° C, 7000 g) in Corex-Glas-

Zentrifugenbechern sammeln und im Exikator unter Vakuum

während ca. 1 h trocknen
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Trockene Fällung in 10 ml NH4C1-EDTA-Lösung (0.1 M,

0.01 M) aufnehmen (Zimmertemperatur)

Unlösliches Material abzentrifugieren (10 min, 7700 g,

0° C)

Kochsalzkonzentration im Ueberstand auf 1 Mol pro Liter

einstellen und RNA mit doppeltem Volumen (20 ml) Aethanol

(70 %) durch Inkubation bei -25° C während 20 h erneut

ausfällen

Fällung durch Zentrifugation (0° C, 7000 g) in Corex-

Glas-Zentrifugenbechern sammeln und im Exikator unter

Vakuum ca. 1 h trocknen

Trockene Fällung in minimaler Menge destilliertem Wasser

aufnehmen und bei 4° C während 20 h gegen destilliertes

Wasser (1 1) dialysieren

Von dialysierter RNA-Lösung RNA- und DNA-Gehalt bestim¬

men und ein UV-Absorbtionsspektrum aufnehmen

In 500 yl Portionen bei -25° C aufbewahren

Charakterisierung der RNA

RNA-Konzentration-Bestimmung nach der Orcinolmethode (47)

Orcinol-Reagens

1 g Orcin-monohydrat (purum, Fluka) zusammen mit 0.6 g FeClß

in 100 ml konzentrierter Salzsäure lösen.

0.1 ml RNA-Lösung wurde mit dest. Wasser auf 2 ml verdünnt,

mit 2 ml Orcinolreagens versetzt und 20 min in siedendem

Wasser inkubiert. Die Intensität der grünen Färbung bestimmte

man bei 660 nm mit einem Zeiss-Spektrophotometer. Zur Bestim¬

mung der RNA-Konzentration wurde eine eigene Eichkurve mit

käuflicher RNA (purum, Fluka) als Standard verwendet.
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Spektrophotometrische RNA-Bestimmung

Die Absorption der RNA-Lösung bei 260 nm, gemessen mit einem

UV-Spektrophotometer (Bausch und Lomb UV-Spectronic 200),

war ein Mass für die RNA-Konzentration.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde eine Eichkurve

mit käuflicher RNA (purum, Fluka) als Standard verwendet.

DNA-Konzentration-Bestimmung mit Diphenylaminreagens

Diphenylaminreagens

1.5 g Diphenylamin (puriss p.a., Fluka) wird in 100 ml Essig¬

säure (100 %) und 1.5 ml konzentrierter Schwefelsäure gelöst.

Vor dem Gebrauch gibt man zu 20 ml Diphenylaminlösung 0.1 ml

wässrige Lösung von Acetaldehyd (16 mg/ml).

50 ul RNA-Lösung wurden mit 1 ml Perchlorsäurelösung (0.5 M)

verdünnt und DNA und RNA durch 15 min Inkubation bei 70° C

gelöst. Danach wurden 2 ml Diphenylaminreagens zugegeben und

die Lösung 16-20 h bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die

Intensität der Blaufärbung wurde mit einem Zeiss-Spektro-

photometer bei 600 nm gemessen.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration diente eine Eichkurve

mit käuflicher DNA (niedermolekular aus Hering, purum, Fluka)

als Standard.

UV-Absorptionsspektrum

Die Spektren aller Präparationen sowie der käuflichen RNA

(purum, Fluka) wurden in Tris-HCl-Puffer (0.01 M, 0.5 mM EDTA,

pH 7.5) aufgenommen und zwischen 300 nm und 220 nm miteinander

verglichen (Bausch und Lomb, UV-Spectronic 200 Spektrophoto-

meter).
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Analytische Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die Grösse der isolierten RNA wurde durch analytische Poly-

acrylamidgel-Elektrophorese nach der Methode von U.E. Loening

(48) abgeschätzt.

Puffer

Tris-Acetat-Puffer pH 7.8: Tris 0.04 M

Na-acetat 0.02 M

EDTA 2.00 mM

mit Essigsäure auf pH 7.8

eingestellt

Dieser Puffer wurde sowohl als Gel-Puffer als auch als

Anode- und Kathode-Puffer verwendet.

Die Bisacrylamidkonzentration betrug 5 % der Acrylamidkonzen-

tration. Pro Gramm Acrylamid in der Gel-Lösung wurden 33 ul

NNN'N'-Tetramethylethylendiamin und 330 yl Ammoniumpersulfat¬

lösung (10 % (w/v)) eingesetzt.

Die Gele wurden in Glasröhrchen (Länge 7 cm, 0 0.5 cm) poli-

merisiert und die Polimerisationskatalysatoren während 1 h

in einem Vorlauf ohne RNA bei 5 mA/Gel entfernt. Danach wur¬

den die Gele mit 10-30 yg RNA und 2-3 Tropfen Bromphenol¬

blau überschichtet und bei 5 mA/Gel ca. 1 h bei Zimmertempera¬

tur weiterlaufen gelassen. Nach dem Lauf wurden die Gele 1 h

mit Aethidiumbromid gefärbt und die Banden in UV-Licht sicht¬

bar gemacht.

(Aethidiumbromidlösung: 5 yg Aethidiumbromid in 36 mM Tris,

30 mM NaH2P04, 1 mM EDTA)

Durch Vergleich der Rf-Werte der einzelnen Banden mit

Rf-Werten aus der Arbeit von U.E. Loening konnte die Grösse

der RNA-Bestandteile der RNA-Präparationen abgeschätzt werden.
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Messung der Proteinsynthesestimulierung

Proteinsynthesestimulierung durch die isolierten RNA-Fraktio-

nen wurde in einem zellfreien Proteinsynthesesystem aus

B. stearothermophilus gemessen (vergl. 6.).

RNA aus Bacillus Xi

Züchtung des Zellmaterials

Die Zellen wurden wie unter 5.1.1.1. gezüchtet und geerntet.

Die Züchtungstemperatur betrug 37° C.

Isolierung der RNA

Im Unterschied zur Methode unter 5.1.1.2. wurde nach der

Sphàroplastenlyse kein SDS zugegeben, denn bei der Extraktion

mit SDS war die RNA-Fraktion stark mit DNA verunreinigt.

Im übrigen wurde die Methode unter 5.1.1.2. jedoch voll¬

ständig übernommen.

Charakterisierung der RNA

Zur Charakterisierung der RNA wurden die gleichen Methoden

wie unter 5.1.1.3. verwendet.

Messung der Proteinsynthesestimulierung

(vergl. 5.1.1.4.)
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Resultate

RNA aus B. stearothermophilus

Zellwachstum und -ausbeute

Da Rifampicin erst 15 min vor Zellernte zugegeben wurde,

unterschieden sich die beiden Kulturen mit und ohne

Rifampicin in Zellwachstum und -ausbeute nicht.

Exponentielles Wachstum begann ca. 1 h nach Beimpfen

der 500 ml Kultur und dauerte 1V2-2 h (Abb. 14).

Die Zellausbeute lag in beiden Fällen zwischen 0.8 g

und 1 g Zeilnassgewicht pro 500 ml Medium.

Charakterisierung der RNA-Fraktion aus normal exponentiell

wachsenden Zellen und aus Rifampicin-behandelten Zellen

Die RNA-Konzentrationen lagen zwischen 5 mg/ml und 7 mg/ml

(Fraktionen aus Zellen, die nicht Rifampicin-behandelt waren)

und 9 mg/ml und 10 mg/ml (Fraktionen aus Rifampicin-behandel¬

ten Zellen). Der DNA-Gehalt Rifampicin-behandelter und -unbe¬

handelter Zellen schwankte zwischen 0.2 % und 1 % der RNA-

Konzentration. Die Verunreinigung mit Protein war aufgrund

der UV-Absorptionsspektren ebenfalls sehr klein, denn im

Bereich von 300 nm bis 220 nm unterschieden sich die Spektren

der isolierten RNA-Fraktionen und der proteinfreien, käufli¬

chen RNA kaum (Abb. 15). Die analytischen Polyacrylamidgele

zeigen deutlich, dass die beschriebene RNA-Extraktion

grösstenteils intakte RNA-Moleküle lieferte (Abb. 16).
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Abb. 14: Wachstum von B. stearothermophilus in einer 500 ml

Schüttelkultur (BHI-Medium, 55° C, 170 RPM).
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5.2.1.3. Einfluss der isolierten RNA auf die Proteinsyntheseaktivität

eines zellfreien Systems aus B. stearothermophilus

Die Unterschiede in der Proteinsynthesestimulierung der RNA

aus Rifampicin-behandelten und -unbehandelten Zellen sind

unter 6. zusammengefasst.

c

o

o
CO

<

220 240 260 280 300

Wellenlänge (nm)

Abb. 15 : UV-Absorptionsspektren von 2 unabhängig voneinander isolier¬

ten RNA-Fraktionen aus B. stearothermophilus und einer käuf¬

lichen, proteinfreien RNA-Präparation.

RNA aus B. stearothermophilus (nicht Rifampicin
behandelt)

— RNA aus B. stearothermophilus (Rifampicin beh.)

— — — käufliche, proteinfreie RNA
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<? 23S RNA £

<? 16 S RNA >
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Abb. 16: Analytische Polyacrylamidgele von RNA aus Rifampicin-
behandelten und -unbehandelten Zellen von B. stearo-

thermophilus gezüchtet bei 55° C

(3 % Acrylamid, pH 7.8, 25 \lg RNA pro Gel).

Gel 1 RNA aus nicht Rifampicin-behandelten Zellen

Gel 2 RNA aus Rifampicin-behandelten Zellen

Die beiden abgebildeten Gele stammen nicht aus dem

gleichen Elektrophoreselauf.
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RNA aus Bacillus Xi

Zellwachstum und -ausbeute

Exponentielles Wachstum begann ca. 1 h nach Beimpfen der

500 ml Kultur und dauerte 1V2-2 h (Abb. 17).

Rifampicin hatte auch hier keinen Einfluss auf Wachstum

und Zellausbeute (ca. lg Nassgewicht pro 500 ml Medium).

Charakterisierung der RNA-Fraktionen aus normal exponentiell

wachsenden Zellen und aus Rifampicin-behandelten Zellen

Die RNA-Konzentration der isolierten Fraktionen aus Zellen,

die nicht Rifampicin-behandelt waren, lag zwischen 6.5 mg/ml

und 14 mg/ml, diejenige der Rifampicin-behandelten Zellen

bei 7 mg/ml.

Der DNA-Gehalt aller Präparationen war mit der verwendeten

Methode nicht mehr nachweisbar. Die Verunreinigung mit

Protein war aufgrund der UV-Absorptionsspektren ebenfalls

sehr klein, denn im Bereich von 300 nm bis 220 nm unterschie¬

den sich die Spektren der isolierten RNA und der käuflichen,

proteinfreien RNA kaum (Abb. 18).

Auch die RNA aus B. X\ blieb bei der Extraktion grössten¬

teils intakt (Abb. 19).

Einfluss der isolierten RNA auf die Proteinsyntheseaktivität

eines zellfreien Systems aus B. stearothermophilus

Die Unterschiede in der Proteinsynthesestimulierung der RNA

aus Rifampicin-behandelten und -unbehandelten Zellen sind

ebenfalls unter 6. zusammengefasst.
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Abb. 17: Wachstum von Bacillus Xi in einer 500 ml Schüttelkultur

(BHI-Medium, 37° C, 170 RPM)
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Abb. 18:

Wellenlänge (nm)

UV-Absorptionsspektren von verschiedenen RNA-Präparationen

aus Bacillus Xl und einer käuflichen, proteinfreien RNA-

Präparation.

RNA aus Bacillus X± (nicht Rifampicin behandelt)

— • — •— RNA aus Bacillus XI (Rifampicin behandelt)

— käufliche, proteinfreie RNA
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Abb. 19: Analytische Polyacrylamidgele von RNA aus Rifampicin-behan-
delten und -unbehandelten Zellen von Bacillus Xj gezüchtet
bei 37° C (3 % Acrylamid, pH 7.8, 25 \lg RNA pro Gel).

Gel 1 RNA aus nicht Rifampicin-behandelten Zellen

Gel 2 RNA aus Rifampicin-behandelten Zellen

Die beiden abgebildeten Gele stammen nicht aus dem gleichen
Elektrophoreselauf.
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PRAEPARATION UND CHARAKTERISIERUNG EINES ZELL¬

FREIEN, RNA-STIMULIERBAREN PROTEINSYNTHESE¬

SYSTEMS AUS B. STEAROTHERMOPHILUS

Material und Methoden

Präparation des zellfreien Proteinsynthesesystems

Die Präparation des S30-Extraktes erfolgte im wesentlichen

nach der Methode von Nirenberg (50).

Züchtung des Zellmaterials

Stamm

Bacillus stearothermophilus NCIB 8924

Kulturmedien

BHI-Medium:

BHI-Agar:

3.7 % Brain Heart Infusion

(BBL, Bio Quest, USA)

5.2 % Brain Heart Infusion Agar

(BBL, Bio Quest, USA)

Antischaum-Zusatz: Einige Tropfen Dow Corning A-Emulsion

(nur für flüssige Medien)

Vorkulturen

Stufe 1: BHI-Agar in Petrischale, beimpft mit

1 Impföse Zellmaterial (Sporen ab Mn-

Agar, vergl. 2.1.).

Inkubation ca. 14 h bei 55° C.
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Stufe 2: 20 ml Vorkultur (BHI-Medium) in einem

Reagensglas mit Watteverschluss, beimpft

mit 2 Impfösen BHI-Agar-Kultur (Stufe 1).

Inkubation ca. 2 h bei 55° C.

Belüftung durch Schütteln auf einem Vor-

texmischer (mittlere Geschwindigkeit).

500 ml Schüttelkultur

500 ml BHI-Medium in einem 1 1-Erlenmeyerkolben mit Schikanen

wurden mit 2 ml exponentiell wachsender Vorkultur beimpft und

auf einer Schüttelmaschine (Infors AG, Basel, Typ TR-^) inku¬

biert (55° C, 160 RPM).

Messung des Kulturwachstums

vergl. 3.1.1.1.

Zellernte

TMKM-Puffer pH 7.8 Tris/HCl (pH 7.8) 10 mM

Mg-acetat 10 mM

KCl 60 mM

Mercaptoäthanol 6 mM

Die Zellen wurden am Ende der exponentiellen Wachstumsphase

durch Zentrifugation in einer RC-3 Sorvallzentrifuge (1 1-

Becher, 5500 RPM, 30 min, 0° C) geerntet.

Das Zellsediment wurde 2mal in 40 ml TMKM-Puffer (pH 7.8) ge¬

waschen, bei 7700 g abzentrifugiert (0° C, 10 min) und das

Gewicht des Zellsediments (Zellnassgewicht) bestimmt. Als

tiefgefrorenes Zellsediment (bei -25° C, eingefroren in flüs¬

sigem Stickstoff) waren die Zellen mindestens 1 Monat haltbar.
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Zellaufschluss und Präparation des zellfreien Extraktes

Der S30-Extrakt wurde wie folgt gewonnen:

2g gefrorene Nasszellen in 5 ml TMKM-Puffer (vergl.

6.1.1.1.) auftauen und bei 0° C homogen suspendieren

3mal bei 0° C 1 min mit Ultraschall (Schoeller & Co.,

Frankfurt a/Main) aufschliessen und dazwischen je 30

Sekunden kühlen (.0° C)

Aufschluss nach Kontrolle unter dem Mikroskop bei

20'000 g zentrifugieren (20 min, 0° C)

20'000 g Ueberstand bei 30'000 g zentrifugieren

(30 min, 0° C), Sediment verwerfen

Ueberstand in Eis als S30-Extrakt aufbewahren,

Sediment verwerfen

Vorinkubation und Präparation des aktiven,

RNA-stimulierbaren zellfreien Extraktes

Inkubationsmischung für die Vorinkubation

Caseinhydrolysat 20.00 mg/ml

ATP 15.13 mg/ml

GTP 2.72 mg/ml

PEP 29.20 mg/ml

1 M Tris-HCl-Puffer (pH 7.8) 0.31 ml

TMNM-Puffer (pH 7.8)

Tris/HCl (pH 7.8) 10.00 mM

Mg-acetat 5.00 mM

NH4C1 60.00 mM

Mercaptoäthanol 6.00 mM
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Für die Vorinkubation wurde pro ml S30-Extrakt 0.1 ml Inku¬

bationsmischung und 5 yl Pyruvatkinase-Lösung (10 mg/ml) zu¬

gegeben, 40 min bei 40° C und 50 min bei Zimmertemperatur

inkubiert und die Vorinkubation durch Kühlung in Eis gestoppt.

Der vorinkubierte S30-Extrakt vmrde anschliessend 14-16 h bei

4° C gegen TMNM-Puffer pH 7.8 dialysiert und nach der Dialyse

nochmals 20 min bei 30'000 g und 0° C zentrifugiert. Der

Ueberstand konnte bis zum Gebrauch als zellfreies Protein¬

synthesesystem in 1 ml Portionen bei -25° C eingefroren und

aufbewahrt werden.

Charakterisierung des zellfreien Proteinsynthesesystems

Proteinsyntheseaktivität

Der Einbau von 14C-Aminosäuren in Material, stabil in heisser

TCA, war ein Mass für die Proteinsyntheseaktivität (Prinzip

der TCA-Fällung, vergl. 3.1.2.5.).

Inkubationsmischung pro Test (Totalvolumen 0.500 ml)

pro 0.5 ml

Tris 25.00 UM

NH4C1 17.50 UM

Dithioerythrit 1.00 \M

Phosphoenolpyruvat 3.00 ]iM

GTP 0.10 \M

ATP 0.75 ]JM

Caseinhydrolysat 1.00 mg

Pyruvatkinase 30.00 Jjg

S30-Extrakt (vergl. 6.1.1.3.) 250.00 yl

Hemmstofflösungen 20.00 ul
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Inkubationstemperatur, pH der Inkubationsmischung (gemessen

bei der entsprechenden Inkubationstemperatur), Mg-Konzentra-

tion und RNA-Konzentration wurden je nach Experiment gewählt.

Verwendete Hemmstofflösungen

Chloramphenicol (Serva) 2.5 mg/ml

Actinomycin D (Serva) 250.0 yg/ml

Gestartet wurden die Inkubationen durch Zugabe des S30-

Extraktes.

Messung der eingebauten Radioaktivität

Messproben (je 0.1 ml) wurden nach der gewünschten Inkuba¬

tionszeit sofort in Eis abgekühlt, mit 6 ml 10 %-TCA-Lösung

gefällt und mindestens 10 min in Eis weitergekühlt. Dann

wurde die Proteinsuspension während 10 min auf 90° C erhitzt

und die Proben bis zur Filtration wieder in Eis gekühlt. Der

Proteinniederschlag konnte auf einem GF/C-Glasfiberfilter

(Whatman, 0 2.5 cm) gesammelt und 5mal mit 6 ml 10 %-TCA-

Lösung gewaschen werden. Die auf dem GF/C-Filter gebundene

Radioaktivität wurde mit einem Flüssigkeits-Scintillations-

zähler (Isocap 300, Nuclear Chicago, ESR-Programm 5) bestimmt.

Background und Nullwerte (Reaktionsstopp bei t = 0 min wie

oben beschrieben) wurden bei jeder Testreihe neu gemessen und

entsprechend berücksichtigt.

Jede Probe wurde 10 min ausgezählt. Als Scintillations-

Flüssigkeit wurden 10 ml PCS (Amersham) verwendet.
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6.2. Resultate

6.2.1. Eigenschaften des nichtvorinkubierten

zellfreien Extraktes

6.2.1.1. Einfluss von Chloramphenicol und RNA

auf die Proteinsyntheseaktivität

Wurde der S30-Extrakt nicht vorinkubiert, so war die Protein¬

syntheseaktivität sehr klein, und zusätzliche RNA im Inkuba¬

tionsgemisch hemmte das System unerwartet (ca. 10 %).

Anderseits blieb ein starker Hemmeffekt durch Chloramphenicol

aus. Das System war mit und ohne zusätzliche RNA nur zu

25-30 % hemmbar (Tabelle 7).

Tabelle 7: Proteinsyntheseaktivität von nichtvorinkubiertem und vor-

inkubiertem S30-Extrakt aus B. stearothermophilus.

Inkubation 15 min, 55° C, pH 7.5, 5 mM Mg-acetat.

Inkubationsbedingungen

Proteinsyntheseaktivität

S30-Extrakt

nicht vorinkubiert

S30-Extrakt

vorinkubiert

Extrakt

Extrakt + Chloramphenicol

(0.1 mg/ml)

Extrakt + RNA (0.51 mg/ml)

Extrakt + RNA (0.51 mg/ml) +

Chloramphenicol (0.1 mg/ml)

CPM/mg Prot.

678

502

617

480

% Akt.

100

74

91

71

CPM/mg Prot.

783

412

4309

855

% Akt.

18

10

100

20
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Charakterisierung der Proteinsyntheseaktivität

des vorinkubierten, zellfreien Extraktes

Kinetik des Aminosäureeinbaus mit und ohne

RNA-Präparation aus B. stearothermophilus

Die Proteinsyntheseaktivität im zellfreien Extrakt war bei

55° nur für sehr kurze Inkubationszeiten linear und erreichte

nach ca. 10 min ein Maximum. Erneute Zugabe von RNA nach 10

min Inkubationszeit hatte nur noch eine leichte Stimulierung

zur Folge. Vorinkubation während 15 min ohne RNA bei 55° C

oder Inkubation in Anwesenheit von Chloramphenicol inakti¬

vierte das System fast zu 100 % (Abb. 20).

Einfluss von Chloramphenicol, Actinomycin D und

RNA aus Rifampicin-behandelten und -unbehandelten

Zellen auf die Proteinsyntheseaktivität

Die Resultate sind in Abb. 21 zusammengefasst.

Chloramphenicol und Actionomycin D zeigten die erwarteten

Effekte, wobei die Aktivierung durch Actinomycin D erstaunte.

Der S30-Extrakt allein war durch Chloramphenicol auch noch

leicht hemmbar, ein Hinweis darauf, dass durch die Vorinku-

bation die extrakteigene m-RNA nicht vollständig abgebaut

wurde. Dass bei der Stimulierung des S30-Extraktes die m-RNA

die entscheidende Komponente in der RNA-Präparation war,

zeigte die nur sehr schwache Stimulierung der Proteinsynthese¬

aktivität durch die m-RNA-freie Präparation aus Zellen, deren

RNA-Synthese vor der Zellernte durch Rifampicin gestoppt wurde.
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100

Zeit (min)

Abb. 20: Kinetik des Aminosäureeinbaus des zellfreien Proteinsynthese¬

systems aus B. stearothermophilus.

Inkubation mit und ohne extrahierter RNA aus demselben

Organismus (55° C, pH 7.3, 8.8. mg Prot./ml, 0.92 mg

RNA/ml, 10 mM Mg-acetat).
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-D

-A

Einbau mit RNA (zugegeben bei t=0 min)

Einbau ohne RNA

Einbau mit RNA (zugegeben bei t=0 min) und

Chloramphenicol (100 )\g/ml)

Einbau mit RNA (zugegeben bei t=15 min)

Einbau mit RNA (zugegeben bei t=0 min und

zusätzlich bei t=15 min

(0.92 mg/ml))
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Einfluss von Hemmstoffen und 2 verschiedenen RNA-Präparatio-

nen aus B. stearothermophilus (aus Rifampicin-behandelten und

-unbehandelten Zellen) auf die Proteinsyntheseaktivität des

zellfreien Systems aus B. stearothermophilus (55° C). Inkuba¬

tion bei 55° C, 15 min, pH 7.6, 7.75 mg Prot./ml, 0.51 mg

RNA/ml (RNA aus Rifampicin-unbehandelten Zellen) oder 0.55 mg

RNA/ml (RNA aus Rifampicin-behandelten Zellen), 5 mM Mg-acetat.

1 vorinkubierter S30-Extrakt

2 vorinkubierter S30-Extrakt + Chloramphenicol (100 Hg/ml)

3 vorinkubierter S30-Extrakt + Actinomycin D (10 ]xg/ml)
4 vorinkubierter S30-Extrakt + RNA (aus Rifampicin-unbe¬

handelten Zellen)

5 vorinkubierter S30-Extrakt + RNA (aus Rifampicin-unbe¬
handelten Zellen)

+ Chloramphenicol (100 \ig/ml)

6 vorinkubierter S30-Extrakt + RNA (aus Rifampicin-unbe¬
handelten Zellen)

+ Actinomycin D (10 \ig/ml)

7 vorinkubierter S30-Extrakt + RNA (aus Rifampicin-behandel¬
ten Zellen)

8 vorinkubierter S30-Extrakt + RNA (aus Rifampicin-behandel¬
ten Zellen)

+ Chloramphenicol (100 ]Xg/ml)
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6.2.2.3. Abhängigkeit der Proteinsyntheseaktivität

von der Menge zugegebener RNA

Bei einer Magnesiumkonzentration von 5 mM/l lag die optimale

RNA-Konzentration unter 1 mg/ml. Wurde die Magnesiumkonzentra¬

tion auf 10 mM/l gesteigert, so war die optimale RNA-Konzentra¬

tion mit den zur Verfügung stehenden RNA-Präparationen nicht

mehr zu erreichen (Abb. 22).

6.2.2.4. Abhängigkeit der Proteinsyntheseaktivität

von der Magnesiumkonzentration

Bei 58° C lag die optimale Magnesiumkonzentration im Bereich

von 10 mM/l (Abb. 23).

6.2.2.5. pH-Optimum der Proteinsyntheseaktivität

Die Proteinsyntheseaktivität das zellfreien Systems aus

B. stearothermophilus besitzt ein relativ scharfes pH-Optimum

zwischen pH 7 und pH 7.5 (Abb. 24).

6.2.2.6. Temperaturoptimum der Proteinsyntheseaktivität des

zellfreien Systems aus B. stearothermophilus unter

Einfluss von RNA aus demselben Organismus und RNA

aus Bacillus Xi

Die Herkunft der RNA (aus mesophil oder thermophil gezüchte¬

ten Zellen) hatte keinen Einfluss auf das Temperaturoptimum

des zellfreien Proteinsynthesesystems. In beiden Fällen lag

es deutlich im thermophilen Bereich, wobei zu beachten ist,

dass die RNA aus dem mesophilen Bacillus Xi sehr viel weniger

aktiv war (Abb. 25).
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Abb. 22: Abhängigkeit des zellfreien Proteinsynthesesystems aus

B. stearothermophilus von der Menge zugegebener RNA aus

dem gleichen Organismus. Inkubation bei 55° C, 15 min,

pH 7.6, 8 mg Prot./ml.

5 mM Mg-acetat

D io mM Mg-acetat

100-

3

CD

C

«

3
:co

in

o
c

I
<

Abb. 23:
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Abhängigkeit des zellfreien Proteinsynthesesystems aus

B. stearothermophilus (55° C) von der Magnesiumkonzentration.

Inkubation 15 min, pH 7.5, 8 mg Prot./ml, 1.1 mg RNA/ml.
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Abb 25: Temperaturoptimum des zellfreien Proteinsynthesesystems aus

B. stearothermophilus (55° C) unter Einfluss von RNA aus dem¬

selben Organismus und RNA aus Bacillus X}.

Inkubation 15 min, pH 7.25, 10 mM Mg-acetat, 8 mg Prot./ml.
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ü D RNA aus B. Xj (1.5 mg/ml)



- 87 -

7. DISKUSSION

Einige Aspekte über die Proteinsynthese im Cytoplasma und an

der Zellmembran thermophiler Mikroorganismen ergeben sich

durch Vergleich der Resultate aus in vitro Untersuchungen

an den entsprechenden Zellfraktionen und in vivo Experi¬

menten mit intakten Sphäroplasten.

Aminosäureeinbau in Sphäroplasten

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen an isolierten Zell¬

membranen interessierte vor allem die Hemmung der Aminosäure¬

einbauaktivität intakter Sphäroplasten durch Cyanid, Actino-

mycin D und Chloramphenicol. Wie die Resultate in Tabelle 1

zeigen, lag die maximale Hemmung bei ca. 50 %, unabhängig

davon, ob die Membranen nach der Inkubation mit SDS solubili-

siert wurden oder nicht. Dabei fällt auf, dass Actinomycin D

stärker hemmt als Chloramphenicol, ein Hinweis darauf, dass

die verwendete Chloramphenicolkonzentration (20 yg/ml) nicht

genügt, um Proteinsynthese vollständig zu hemmen. Untersu¬

chungen am zellfreien Proteinsynthesesystem (vergl. 6.2.2.2.)

haben diesen Befund bestätigt, denn die dort verwendete 5mal

höhere Chloramphenicolkonzentration (100 yg/ml) hemmt das in

vitro System ebenfalls nicht zu 100 %.

Anderseits lässt die relativ starke Hemmung durch Actinomycin D

vermuten, dass die Proteinsynthese direkt von gleichzeitig

ablaufender Transkription abhängig ist. Nach Vergleich der

Hemmung von Actinomycin D mit derjenigen von Cyanid darf

angenommen werden, dass die Transkriptionshemmung ziemlich

vollständig ist, denn Aminosäuretransportuntersuchungen an

Sphäroplastenmembranen aus B. subtilis (51) haben gezeigt,

dass die verwendete Cyanidkonzentration genügt, um Aminosäure¬

transport zu 85 % zu hemmen. Um so erstaunlicher ist es, dass
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der Aminosäureeinbau in TCA- fällbares Material durch Sphäro-

plasten mit Cyanid nur zu 50 % gehemmt wird. Da Actinomycin D

und Chloramphenicol auch nicht stärker hemmen, ist anzunehmen,

dass Sphäroplasten Aminosäuren unabhängig von Transport, Tran¬

skription oder Translation in der Membran zu speichern vermö¬

gen. Dieser Befund deckt sich sehr schön mit den Resultaten

der Experimente mit der Sphäroplastenmembranpräparation.

Aminosäureeinbau in Sphäroplastenmembranen

Im Gegensatz zu intakten Sphäroplasten Hessen sich die iso¬

lierten Membranen in ihrer Aminosäureeinbauaktivität weder

durch Chloramphenicol noch durch Actinomycin D hemmen. In

Anwesenheit von Cyanidionen war sogar eine Aktivierung von

30 % festzustellen. Durch Inkubation der TCA-Fällung in

heisser TCA konnten nur ca. 20 % der eingebauten Aminosäuren

wieder freigesetzt werden. Auch Rifampicin und die Behand¬

lung mit DNAse I und RNAse vor der Inkubation hatten nur

sehr geringen Einfluss auf die Einbauaktivität. Einzig RNAse

hemmte den Einbau in Material stabil in heisser TCA zu ca.

10 %. Das System war weder von GTP noch von ATP in der Inku¬

bationsmischung abhängig. Fehlten jedoch die übrigen Nukleotid-

triphosphate (CTP, T7TP, dATP, dGTP, dCTP, dTTP), so konnte nur

noch ca. 70 % Restaktivität gefunden werden (Tabelle 3). Die

Versuche, die membrangebundene Proteinsynthese durch eine

Proteinsynthese-stimulierende RNA-Fraktion aus dem gleichen

Organismus zu induzieren, schlugen ebenfalls fehl. Aufgrund

dieser Ergebnisse kann die Aminosäureeinbauaktivität der

Membranfraktion nicht als membrangebundene Proteinsynthese¬

aktivität charakterisiert werden, wie sie Bubela und Holds-

worth (32) für B. stearothermophilus, Spiegelmann (33) für

E. coli und S. Mizuno et. al. (41) für Pseudomonas schuyl-

killiensis beschrieben. Vielmehr ist anzunehmen, dass die
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Zellen ein membrangebundenes, von Transport und Proteinsynthese

unabhängiges System besitzen, um Aminosäuren aus dem Medium

aufzunehmen und zu speichern. In dieses Bild passen einerseits

die in dieser Arbeit charakterisierte Aminosäureeinbauaktivi¬

tät intakter Sphäroplasten und anderseits die Resultate, wie

sie Bubela und Holdsworth (32) aufgrund ihrer Untersuchungen

publizierten. Diese Autoren fanden nach Inkubation intakter

Sphäroplasten während 2-5 min ohne Hemmstoffe, in Anwesenheit

radioaktiv markierter Aminosäuren den grössten Teil der einge¬

bauten Radioaktivität in der Membranfraktion {Inkubationszeit

in der vorliegenden Arbeit 10-20 min).

Ueber den eigentlichen Charakter der Einbauaktivität können

anhand der vorliegenden Resultate wenig Angaben gemacht werden.

Die Unabhängigkeit von ATP und keinerlei Inaktivierung in An¬

wesenheit von Cyanid entsprechen den Eigenschaften eines Leucin-

Carrier-Proteins aus E. coli, das gleichzeitig von Oxender (52)

und Anraka (53) isoliert wurde.

Die hohe Stabilität in heisser TCA, die Stimulierung durch das

Nukleotidtriphosphatgemisch (CTP, UTP, dATP, dCTP, dCTP, dTTP)

sowie die Freisetzung gebundener Aminosäuren durch Lipase

decken sich jedoch mit Resultaten von R.W. Hendler (54) aus

Untersuchungen an Albumin-sekretierenden Hühner-Eileiter¬

zellen. Hendler fand eine CTP-stimulierbare Aktivität, die

Aminosäuren durch Bindung der Amino- und der Carboxylgruppe

an unpolare Substanzen in lipidlösliche Komplexe einbaute.

Nur kräftige Hydrolyse konnte die Aminosäuren wieder frei¬

setzen. Aufgrund dieser Ergebnisse und Resultate über den

Energiestoffwechsel in der Membran postulierte Hendler ein

Proteinsynthesemodell, in dem diese lipidgebundenen Amino¬

säuren via energiereiche Zwischenprodukte der oxidativen

Phosphorylierung in Protein eingebaut werden. Wie dabei das

Codeproblem gelöst wird, geht aus diesem Modell jedoch nicht

hervor.
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Membrangebundene Nukleinsäuren

Hinweise für eine relativ labile Bindung zwischen Protein¬

synthese-aktiven Ribosomen und der Membran in Prokaryonten

erhielt der gleiche Autor aus Untersuchungen an E. coli

Membranen. Er fand, dass beim Aufschluss mit Aluminium¬

oxid (vergleichbar mit Quarzsand), im Gegensatz zur Sphäro-

plastenlyse durch osmotischen Schock, ein grosser Teil der

membrangebundenen Proteinsynthese-aktiven Ribosomen in Lösung

gehen.

Eine Isolierung der Membranfraktion durch osmotischen Schock

unter physiologischen Bedingungen war jedoch in dieser Arbeit

nicht möglich, da die Sphäroplasten von B. stearothermophilus

sehr stabil sind.

Cundliffe (55) und Brouwer & Planta (56) gelang es, mit der

sehr schonenden "Sarkosyl-M-Band"-Technik Membran-DNA-Komplexe

aus B. megaterium zu isolieren, die zum Teil auch Ribosomen-

untereinheiten, ganze Ribosomen und Polysomen enthielten. In

diesen Komplexen waren die Ribosomen entweder indirekt via

DNA-gebundene Polysomen oder direkt durch die SOS-Unterein¬

heit an die Membran gebunden. Damit kann auch die Labilität

der Bindung zwischen Membran und Ribosom zum Teil erklärt

werden. Leider geht bei der Isolierung mit Sarkosyl die bio¬

logische Aktivität der Komplexe verloren, so dass keine in

vitro Proteinsyntheseuntersuchungen möglich sind.

Trotzdem wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, das Pro¬

blem der membrangebundenen Transkription und Translation auch

von dieser Seite anzugehen und vorerst membrangebundene, radio¬

aktiv markierte DNA nachzuweisen. Dies gelang durch Isolierung

der Membranfraktion nach osmotischem Schock in Anwesenheit von

EDTA, einer Methode, wie sie von Sueoka und Hammers (57) bei

B. subtilis erfolgreich angewendet wurde. Die membrangebundene

Radioaktivität war labil in heisser TCA und wurde durch Inku¬

bation mit DNAse I freigesetzt. Obwohl damit eine Methode zur

Verfügung steht, DNA-Membrankomplexe ohne Sarkosyl zu isolieren,
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wird es kaum möglich sein, in vitro Proteinsynthese zu messen,

denn die Bindung der Ribosomen an die Membran ist stark

Magnesiumionen-abhängig und wird durch die EDTA-Behandlung

wahrscheinlich gelöst.

RNA-Präparationen aus B. stearothermophilus

und Bacillus Xi

Die Unterschiede in der Proteinsynthesestimulierung des vor-

inkubierten S30-Extraktes durch die verschiedenen RNA-Präpara¬

tionen zeigen deutlich, dass die für die Membranexperimente

verwendete RNA tatsächlich m-RNA enthält.

Die analytischen Polyacrylamidgele bestätigen einerseits den

geringen DNA-Gehalt, der mit der Diphenylaminreaktion gefun¬

den wurde, und anderseits den hochmolekularen Charakter der

isolierten RNA. Nur im Gel vom RNA-Gemisch aus nicht Rifampi-

cin-behandeltem B. stearothermophilus konnte eine schwache,

diffuse m-RNA Bande lokalisiert werden. Bei allen andern Prä¬

parationen wurde auf dem Gel keine m-RNA gefunden. Dieses

Resultat deckt sich mit der unterschiedlichen Proteinsynthese¬

stimulierung durch die einzelnen RNA-Präparationen. Ein hoher

Proteingehalt konnte anhand der UV-Absorptionsspektren ausge¬

schlossen werden.

In vitro Proteinsynthese im Cytoplasma

Die Präparation eines RNA-stimulierbaren zellfreien Protein¬

synthesesystems aus B. stearothermophilus wurde aus den fol¬

genden 3 Gründen angestrebt:

1. Im Hinblick auf die Membranversuche war es wichtig, die

biologische Aktivität der isolierten RNA-Präparation zu

kennen.
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2. Aus der Literatur waren zellfreie Proteinsynthesesysteme

thermophiler Bacillen bekannt (58, 59, 60), die mit

poly-U als m-RNA charakterisiert wurden. Untersuchungen

über die Temperaturabhängigkeit wurden jedoch entweder

unterlassen (59) oder führten zu Resultaten, die nur

schwer mit thermophilem Wachstum in Uebereinstimmung

gebracht werden konnten (58). Ein System aus Thermus

thermophilus (60) war für volle Aktivität bei hohen und

tiefen Temperaturen von der Anwesenheit von Spermin in

der Inkubationsmischung abhängig.

Daher war es interessant, die Temperaturabhängigkeit

der Proteinsyntheseaktivität des zellfreien thermo¬

philen Systems unter Einfluss einer m-RNA-Fraktion aus

dem gleichen und aus Bacillus X^ zu untersuchen und

dessen Magnesiumionen- und RNA-Abhängigkeit mit meso-

philen Systemen zu vergleichen.

3. Um ein abgerundetes Bild vom Proteinsyntheseapparat von

B. stearothermophilus zu erhalten, war es wichtig, auch

die Eigenschaften des zellfreien cytoplasmatischen

Systems zu kennen.

Unter Einfluss der isolierten zellulären RNA zeigte die Pro¬

teinsyntheseaktivität des zellfreien Extraktes aus B. stearo¬

thermophilus eindeutig thermophilen Charakter. Obwohl die RNA

aus Bacillus Xj viel weniger stimulierte, lag das Einbauopti¬

mum auch im thermophilen Bereich. Die Abhängigkeit der Prote¬

insyntheseaktivität von besonders hohen Magnesiumkonzentra¬

tionen (18 mM) bei thermophilen Inkubationstemperaturen, wie

sie Friedman (58) für ein poly-U-stimuliertes zellfreies

System aus B. stearothermophilus beschrieb, wurde mit iso¬

lierter m-RNA nicht bestätigt. Ein Vergleich mit mesophilen
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Systemen aus B. subtilis (61) und E. coli (49) zeigt dieselbe

Abhängigkeit des zellfreien Systems von Magnesium- und RNA-

Konzentration.

Ein Vergleich des Temperaturoptimums der Proteinsyntheseakti¬

vität intakter Sphäroplasten mit demjenigen des zellfreien

Systems zeigt, dass die Aminosäureeinbauaktivität in vivo bei

Inkubationstemperaturen über der Wachstumstemperatur der Zel¬

len viel rascher abfällt als in vitro (Abb. 2 und 25). Es

scheint, dass dem in vivo System Mechanismen zur Verfügung

stehen, die ihm erlauben, die physiologischen Bedingungen zu¬

gunsten maximaler Aktivität optimal der Umgebungstemperatur

anzupassen. Dadurch wird das System jedoch thermolabiler.
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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.
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