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Enzyminduktion mit Steroiden bei Pseudomonas testosteroni
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u n d  K a r l  P e t z o l d t
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(Z. Naturforschg. 20 b, 547— 553 [1965] ; eingegangen am 24. März 1965)

Steroid initiated enzyme induction ( 4 5-Ketosteroid-Isomerase, 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, 
and 3/?.17/#-Hydroxysteroid-Dehydrogenase) in Pseudomonas testosteroni was investigated with 
respect to the kinetics of induction, operon control of the induced enzymes, and the relative 
strengths of various inducers. The induction process was followed indirectly by selective inhibition 
of different stages in the protein synthetic pathway. Comparisons between bacterial and mammalian 
steroid induction are discussed.

Nachdem T a l a l a y  et a l . 1 die B ildung adaptiver 
Enzyme in Gegenwart von S teroiden bei Pseudom o
nas testosteroni beschrieben hatten, bot sich dieser 
Bakterienstam m  neben Streptom yces hydrogenans 2 
als geeignetes Modell zum S tudium  der du rd i 
Steroide verursachten Enzym induktion an. M it je 
weils einem Steroid läßt sich bei Pseudomonas testo
steroni die Synthese dreier Enzym e in d u z ie ren 1, 
nämlich der zl5-3-K etosteroid-Isom erase (K S I), der 
3a- und der 3/?.17,/?-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 
(a-HSDG; /?HSDG).

Es w ar nun von Interesse, den V organg der 
Enzym induktion bei Pseudomonas testosteroni 
näher zu untersuchen, insbesondere die H em m ung 
der Enzym bildung in den verschiedenen Phasen der 
Proteinsynthese.

Methodik

Kultivierung: Pseudomonas testosteroni (ATCC 
11996) wurde auf 2-proz. Schrägagar gehalten, der 
außer den auch im Nährmedium enthaltenen Salzen
2,5 mg fein suspendiertes Testosteron pro ml enthielt. 
Zu Versuchszwecken wurden die Zellen bei 30 °C in 
50 ml Kulturmedium (250 ml E r l e n m e y e r  - Kol
ben) auf einem Schüttelinkubator (Schüttelfrequenz 
190/Min.) 12 Stdn. lang vorkultiviert. Mit je 5 ml der 
ausgewachsenen Vorkulturen wurden dann die 50 ml 
Versuchsansätze beimpft.

M edien: 1000 ml Kulturmedium enthielten [g] : 
(NH4)H 2P 0 4 1,0, (NH4) 2H P 0 4 1,0, KH2P 0 4 2,0 und
10 ml einer Lösung von Spurenelementen folgender 
Zusammensetzung [g] : M gS04-7 H 20  20,0, NaCl 1,0, 
FeS04-7 H 20  0,5, ZnS04-7 H ,0  0,5, M nS04-3 H 20
0,5, C uS04-5 H 20  0,05, 0,1-ra. H2S 0 4 10 ml, in 1 1 
H20 .

* Stipendiat der D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n 
s c h a f t .

** National Science Foundation Postdoctoral Fellow.

Zur Bereitung von Hefemedium wurde zu dieser 
Salzlösung Bacto-Yeast Extract 10 g /l (Difco Lab.) ge
geben. Das für die Versuche mit Hemmstoffen über
wiegend verwendete Glucosemedium enthielt an Stelle 
des Hefeextraktes in 1000 ml H20  8,0 g Glucose, 5,0 g 
Bacto-Casamino-Acids (Difco Lab.) und 50 ml einer 
wie folgt zusammengesetzten Vitaminlösung [mg-%] : 
Thiamin 0,4, Nikotinsäure 1,2, Pyridoxin 2,4, Ca- 
Panthotenat 0,8, Biotin 0,8. Bei den Versuchen mit 
Aminosäureantagonisten enthielt das Kulturmedium 
an Stelle des Caseinhydrolysats ein Aminosäuregemisch 
(Lysin, Histidin, Arginin, Asparagin, Threonin, Serin, 
Glutaminsäure, Prolin, Glycin, Methionin, Phenylala
nin, Isoleucin, Alanin, Valin, Tyrosin (0,25 ^/Mol/ml).

Steroide und A ntibiotika: Die Steroide wurden in
0,5 ml Methanol gelöst zum Kulturmedium gegeben. 
Bei einem Versuch enthielten alle Gefäße, auch die 
nicht induzierten Kontrollen, die gleiche Menge Metha
nol. Mitomycin (Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd., Japan) 
Actinomycin D identisch mit Actinomycin Ct (Farben
fabriken Bayer) Pnronrycin [Nutritional Biochemicals 
Corporation, Cleveland (USA)].

Bakterienwachstum: Das Wachstum der Bakterien 
wurde im lichtelektrischen Kolorimeter Modell J nach 
Dr. B. L a n g e  gemessen. Wir korrigierten sämtliche 
Enzymaktivitäten auf die Bakteriendichte und definier
ten sie als Einheiten/ml Bakteriensuspension (Einh./ml 
B .S .).

Zellaufschluß: Zur Freilegung der Enzyme wurden 
die Zellen aus 30 ml Bakteriensuspension bei 15 000 
Upm in der Kühlzentrifuge (0 — 5 °C) abzentrifugiert, 
mit 10 ml n/15-Phosphatpuffer ph 7 gewaschen und 
bei gleicher Umdrehungszahl und Temperatur wieder 
abgeschleudert. Nach sorgfältiger Entfernung der 
Waschflüssigkeit wurden die Bakterienrückstände mit
30 ml Aceton von — 40 °C übergossen, bis zum Auf- 
tauen der Masse etwa 5 Min. stehengelassen, aufge
rührt und wieder abzentrifugiert. Nach restloser Ent
fernung des Acetons wurde das Zellmaterial mit 10 ml

1 P. T a l a l a y ,  Physiol. Rev. 37, 362 [1957] .

2 G. N e s e m a n n , H . J .  H ü b e n e r ,  R. J u n k  u . J .  S c h m id t-T h o m e ,
Biochem. Z. 333,88 [I960],
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n/15-Phosphatpuffer quantitativ in einen E r l e n -  
m e y e r  - Kolben überspült und 1 Stde. lang bei 30 °C 
auf der Schüttelmaschine bewegt. Danach wurde diese 
Suspension wieder 10 Min. bei 0 °C und 15 000 Upm 
zentrifugiert. Aus dem Überstand (Originalenzym- 
lösung) wurde die Enzymaktivität bestimmt.

Messungen der E nzym aktivität: Die zf5-3-Keto- 
steroid-Isomerase wurde nach der Methode von K aw a- 
h a r a  3 et al. bestimmt. z45-Androsten-3.17-dion wurde 
nach S chm idt-T home und B ute n a n d t  4 hergestellt und 
durch Umkristallisieren in Methanol gereinigt. Als eine 
Enzymeinheit wurde die Menge Enzym definiert, die 
pro Min. 1 //Mol zl4-Androstendion (e =  16 300) aus 
der isomeren 4 5-Verbindung bildet. Die Zahl der 
Enzymeinheiten ergibt sich aus der Gleichung: 
Einh./ml B . S . =

ml Orig.-Enzymlsg. • Verd. Faktor • 0,184 • A log10 /Min. (248 m//) 

ml aufgearbeitete Bakteriensuspension

Die beiden Hydroxysteroid-Dehydrogenasen wurden 
nach den Angaben von M arcus und T alalay  5 gemes
sen. Als Substrat diente für die 3a-HSDG Androsten- 
3a-ol-17-on, für die Messung der ß-HSDG Testosteron. 
Jeder Meßansatz enthielt: 2 ,75m l 0,1-m. Phosphat
puffer (pn =  9 ); 0 ,5 //Mol DPNW  in 0,1m l H20 ;  
15 /ug Steroid in 0,05 ml Methanol; 0,1m l Original- 
enzymlösung für die Messung der a- und 0,2 ml Ori- 
ginalenzymlösung für die Bestimmung der /9-HSDH. 
Die Reaktion wurde durch Zusatz des Substrats ge
startet. Zur Berechnung der Enzymeinheiten diente die 
Extinktionsänderung zwischen der 30. und der 90. Se
kunde.

R adioaktivität: Testosteron-[7-3H] spez. Akt. 2,5 
mC/mM. Die Radioaktivität wurde nach Suspension 
der Bakterien in 1m l Wasser und Zusatz von 10 ml 
Dioxan-haltigem Scintillator durch Scintillations- 
spektrometrie im Packard Modell 314 EX gemessen.

E rg e b n isse

Nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daß eine In 
duktion zu Beginn der logarithm ischen W achstums
phase (2 —2,5 Stdn. nach Beimpfen) den steilsten 
Anstieg der Enzym aktivität und die beste Ausbeute 
an Enzym lieferte, w urde diese M ethodik, bei der das 
M axim um  der Enzym aktivitäten 4 — 5 Stdn. nach 
der Induktion bzw. 2 Stdn. nach Abschluß der loga
rithm ischen Phase auftritt, fü r die weiteren V er
suche beibehalten.

Die zeitlichen Beziehungen zwischen Bakterien
wachstum, Induktion und dem A uftreten von Enzym 
aktivitäten sind in Abb. 1 dargestellt. Aus der A b
bildung geht hervor, daß eine V erm ehrung der

3 F. S. K a w a h a r a ,  S. F. W a n g  u .  P. T a l a l a y ,  J. biol. Che
mistry 237, 1500 [1962].

4 J. S c h m id t - T h o m e  u . A. B u t e n a n d t ,  Chem. Ber. 69, 882
[1963].

Enzym aktivität etwa 90 Min. nach der Induktion 
nachweisbar w ird.

Die höchsten W achstumswerte und Enzym aktivi
täten w urden im Hefem edium  erhalten. D ort lagen 
die A ktivitätswerte für die KSI 4 Stdn. nach der 
Induktion m it Testosteron zwischen 15 und 20 E in 
heiten/m l B akteriensuspension. Obwohl die entspre
chenden W erte im Glucosemedium nur 3 — 4,5 E in
heiten/m l B.S. betrugen, blieb das fü r unsere U nter
suchungen wichtige V erhältnis zwischen konstitu ti
ver Enzym m enge und der nach Induktion gemesse
nen Enzym aktivität in beiden Medien gleich.

Die stärksten  Induktoren  für P seudom onas testo- 
steron i sind Testosteron und zl4-Androsten-3.17- 
dion. Die induzierenden Eigenschaften von Reich
stein S (11-D esoxycortison) und zl4-Androsten- 
3 .17-dion verringern  sich bei Substitution eines 
Sauerstoffm oleküls am  C-Atom 11. Cortison indu
ziert n u r wenig, auch A ndrosten-3.11.17-trion ist 
ein sehr schwacher Induk to r (Tab. 1 ).

Induktor
z15 -3-Ketosteroid- 

Isomerase 
(Einh./m l B .S .)

Testosteron 2 0

Zl4-Androsten-3.17-dion 2 0

l-Methyl-Zl1 -Androsten- 
17 ß-ol-3-on 15

17 a-M ethyltestosteron 15
Androsten-3 /S-ol-17-on 13
Reichstein S 1 2

17 a-Hydroxyprogesteron 1 2

Androsten-3.11.17-t r ion 5
Oestradiol 1,5
Cortison 1

Tab. 1. Relative Induktor-Wirkung verschiedener Steroide 
bei Pseudomonas testosteroni. Hefemedium; Konzentration 
der Steroide =  200 ,Mg/ml Medium. Die Werte sind bezogen 

auf die konstitutive Enzymmenge =  1.

Testosteron-
K onzentration

[//g/m l Medium]

Zl5 -3 - K etosteroid - 
Isomerase

[Einh./m l B .S .]

3 a-Hydroxy- 
steroid- 

Dehydrogenase 
[Einh./m l B .S.]

0 0,81 14
2 0,72 16
5 1 , 2 0 32

1 0 2.70 36
2 0 7,50 44

Tab. 2. Beziehungen zwischen Testosteron-Konzentration im 
Medium und induzierter Menge Enzym. Hefemedium.

5 P. I. M a r c u s  u . P. T a l a l a y ,  J. biol. Chemistry 218, 661 
[1956].
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Abb. 1. Zeitlicher Ablauf von Wachstum und Enzyminduk
tion bei Pseudomonas testosteroni. Die Bakterien wurden in 
55 ml Hefemedium kultiviert und 21/a Stdn. nach der Über
impfung mit Testosteron (200 /ug/ml Medium) induziert. Or
dinate: Wachstum. Ablesung an der Extinktionsskala des 
lichtelektrischen Kolorimeters nach Dr. B. L a n g e .  Skalen
teile-1000. KSI, a- und /?-HSDG in Einheiten pro ml Bakte

riensuspension. Abszisse: Zeit in Stunden.

Abb. 2. Verhältnis zwischen Wachstum, induzierter Menge 
Enzym und Aufnahme von Testosteron-[3H] bei Pseudomonas 
testosteroni in Hefemedium. Zugabe von Testosteron-[3H] 
(Induktion) zur Zeit 0. Zeichenerklärung: Ordinate: Wachs
tum s. Abb. 1; zl5-3-Ketosteroid-Isomerase-Einheiten pro ml 
Bakteriensuspension; Radioaktivität Ipm pro ml Bakterien

suspension. Abszisse: Zeit in Stunden.

Wie aus Tab. 2 und Abb. 2 deutlich hervorgeht, 
besteht ein linearer Zusam m enhang zwischen der 
Menge des Induktors und der Menge induziertem  
Enzym. W ie die Versuche m it dem rad ioaktiv  m ar
kierten Testosteron ergaben, w ird n u r ein Bruchteil 
der in  dem M edium vorhandenen Menge Testosteron 
von den Zellen aufgenom m en. D er größere Teil des 
in den Zellen vorliegenden Testosterons dürfte  un 
spezifisch gebunden sein und m it einer spezifisch ge
bundenen F rak tion  im  Gleichgewicht stehen.

Das V erhältnis der Enzym aktivitäten zwischen 
KSI, a-HSDG und /?-HSDG bleib t un ter dem E in
fluß dreier verschieden starker Induktoren  konstant, 
wie aus Tab. 3 hervorgeht. Die nicht ganz gleich -

Induktor
J 5 -3-Keto-

steroid-
Isomerase

3 a-Hydroxy- 
steroid- 

Dehydro-
genase

30.17/3-
H ydroxy-

steroid-
Dehydro-

genase

Testosteron 1 0 0 38 13,5
zl4 -Andro-
sten-
3.17-dion 1 0 0 37 15,5
Reichstein S 1 0 0 39 8 , 0

Tab. 3. Verhältnis der Enzymaktivitäten bei Pseudomonas 
testosteroni bei Induktion mit verschiedenen Steroiden bezo
gen auf J 5-3-Ketosteroid-Isomerase. Zahlenwerte (Durch
schnittswerte aus 6  Versuchen) : Die Isomerase-Einheiten wur
den mit 50 multipliziert und =  100% gesetzt. Die Dehydro
genase-Einheiten sind als Prozent der Isomerasewerte wieder

gegeben.

m äßige Ausbeute an /?-HSDG ist methodisch be
dingt, da der Zellaufschluß m it kaltem Aceton zur 
Extraktion dieses Enzyms weniger gut geeignet ist.

W achstum und Enzym induktion lassen sich, wie 
Tab. 4 zeigt, durch bestimm te Purin- und Pyrim idin-

Hemmstoff 

[//g/m l Medium]

W achstum

[%]

zl5 -3-Ketosteroid- 
Isomerase 

[Einheiten in %]

+  Testosteron 1 0 0 1 0 0

— Hemmstoff
— Testosteron 1 0 0 4,9
— Hemmstoff
+  Testosteron
4- 5-Fluoruracil

1 0 42 4,7
2 0 43 4,9
40 37 5,4
60 37 4,5

+  Testosteron
+  6 -Azauracil

1 0 94 89
50 83 8 8

+  Testosteron
+  6 -Mercapto-

purin
25 98 96
50 96 83

i. 4. Wirkung von pyrimidin- und purinanalogen Verbin- 
gungen auf das Bakterienwachstum und die Enzyminduktion 
bei Pseudomonas testosteroni. Testosteron (100 /ug/ml Me
dium) und der Hemmstoff wurden zu Beginn des log. Wachs
tums zur Bakterienkultur gegeben. Glucose-Medium +  Bacto- 

Casamino-Acids (Difco Lab.).

analoga in niedrigen K onzentrationen hem men. Be
sonders stark w irkt 5-Fluoruracil. 5-Jod- und 
5-Brom uracil sind interessanterw eise unw irksam . 
Eine geringe Hemm ung von W achstum und Induk
tion der KSI läßt sich durch 50 /tg /m l 6-Azauracil 
erzielen. 6-M ercaptopurin zeigt in  einer K onzentra
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tion von 50 ^/g/ml eine geringe hem mende W irkung 
auf die Enzym induktion, ohne das Wachstum zu be
einflussen. 8-Azaguanin ist ohne Einfluß auf Wachs
tum  und Enzym induktion. M erkwürdigerweise hem 
men 5-Fluordesoxyuridin und 6-Azauridin weder 
das Bakterienwachstum noch die Enzym induktion. 
M it Ausnahm e von 6-Azauracil ist in allen Fällen, 
in denen purin- oder pyrim idinanaloge V erbindun
gen hem mend wirken, die Enzym bildung stärker be
troffen als das W achstum.

M itomycin, Actinom ycin D und Purom ycin hem
men sowohl das W achstum als auch die Enzym
induktion. Dabei ist, wie Tab. 5 zeigt, die Enzym
induktion wesentlich stärker betroffen als das Wachs
tum. Penicillin weicht von diesem Verhalten ab; bei 
geringer W adistum shem m ung bewirkt diese Sub
stanz sogar eine S teigerung der Enzym induktion 
gegenüber den K ontrollw erten. Selbst für die hohe 
K onzentration von 1000 /^g/ml ergibt sich, wenn 
m an die Enzym produktion auf die stark ern iedrig
ten W achstumswerte bezieht, noch ein relative Zu
nahm e der Induktion der J 5-3-Ketosteroid-Isomerase.

Schließlich kann, wie aus Tab. 6 hervorgeht, die 
Enzym aktivität auch durch am inosäureanaloge V er
bindungen gehemmt werden. Von der W irkung des 
p-F luorphenylalanins sind sowohl die KSI als auch 
die a-HSDG betroffen, und zwar in ungleich stärke
rem  M aße als das Wachstum. Das gleichzeitige An-

Antibiotikum  
[/tg/ml Medium]

W achstum
in °/in /o 

[Kontrolle 
=  1 0 0 ]

zl 5 -3-Ketosteroid- 
Isomerase 

Induktion in %

+  Testosteron 1 0 0 1 0 0

— Hem m stoff
— Testosteron 1 0 0 6.3
— Hem m stoff
+  Testosteron
- f  Mitomycin

30 61 4,5
50 58 3,6
60 58 2 , 8

+  Testosteron
+  Actinom vcin D

5 99 78
1 0 85 46
2 0 80 32
40 76 1 2

+  Testosteron
+  Puromycin

50 76 32
1 0 0 50 0 , 2

+  Testosteron
+  Penicillin G

250 8 6 1 1 1

500 72 108
1 0 0 0 64 8 6

Tab. 5. Wirkung einiger Antibiotika auf Enzyminduktion und 
Wachstum von Pseudomonas testosteroni nach 7 Stdn. Bebrü
tung. Testosteron (100 /ug/ml Medium) und Antibiotikum 
wurden zu Beginn des log. Wachstums zur Bakterienkultur 

gegeben. Glucose-Medium +  Bacto-Casamino Acids 
(Difco Lab.).

A ntim etabolit 

[100 /tg/m l Medium]

M etabolit 

[100 ^ag/ml Medium]

W achs
tum
[%]

zl5 -3-Ketosteroio3- 
Isomerase 

[Einheiten in %]

a - H y droxy steroid- 
Dehydrogenase 
[Einheiten in %]

1

+  Testosteron
— Antim etabolit — Metabolit 1 0 0 1 0 0 1 0 0

+  Testosteron
+  £»-Fluorphenyl — Phenylalanin 87 2 0

alanin ( 0  -ala)
(F 0 -ala)

F  0  -ala +  0  -ala gleichzeitig mit F  0  -ala 125 1 2 0 1 0 0

-|— F  0  -ala +  0  -ala 1 Stde. später 1 0 0 80 79
—\- F  0  -ala +  0  -ala 2 Stdn. später 80 38 53
“I- F  0  -ala -f- 0  -ala 3 Stdn. später 72 8 0

+  Testosteron
Äthionin — Methionin 92 6 —

+  Äthionin +  Methionin gleichzeitig mit Äthionin 95 153 —
+  Äthionin +  Methionin 1 Stde. später 96 1 0 1 —
+  Äthionin -f- Methionin 2 Stdn. später 94 82 —
-f- Äthionin +  Methionin 3 Stdn. später 90 55 —
+  Äthionin +  Methionin 4 Stdn. später 8 6 57 —

Tab. 6 . Wirkung von p-Fluorphenylalanin-Phenylalanin und Äthionin-Methionin auf Wachstum und induzierte Enzymaktivi
tät von Pseudomonas testosteroni in Abhängigkeit von der zeitlichen Zugabe. Testosteron (100 /^g/ml Medium) wurden zu Be
ginn des log. Wachstums zusammen mit dem Antimetaboliten bzw. Metaboliten in das Kulturmedium gegeben. Glucose-Me- 

dium -f Aminosäuremischung ohne Phenylalanin bzw. Methionin. Zeitdauer der Bebrütung 2 Stunden.



gebot von Phenylalanin verm ag die H em m ung voll 
aufzuheben. Je später nach Zugabe des Hemmstoffes 
die natürliche Am inosäure angeboten w ird, desto ge
ringer ist ihr Effekt. W ie aus Tab. 6 w eiter hervor
geht, ergeben sich fü r Ä thionin und M ethionin die 
gleichen Befunde.

Diskussion
Viele der mitgeteilten Ergebnisse können auf Me

chanismen zurückgeführt werden, die au f G rund 
der Überlegungen von J a c o b  und M o n o d  6 fü r den 
A blauf der Enzym induktion bei M ikroorganism en 
gelten. E in unter verschiedenen Bedingungen kon
stantes V erhältnis der gemessenen Enzym aktivitäten 
zueinander — wie es in unserem  Falle fü r die KSI, 
die a-HSDG und die /?-HSDG unter dem Einfluß 
dreier verschiedener Induktoren gefunden w urde — 
spricht in Ü bereinstim m ung mit den V orstellungen 
über eine „koordinierte Induktion“ 7 fü r eine ge
meinsame Regulation dieser Enzyme durch das 
O peratorgen. Diese D eutung trägt auch der Tatsache 
Rechnung, daß P seudom onas testosteron i bestimm te 
S teroide zu CO., und W asser abbauen kann, also 
über eine größere Gruppe steroidum w andelnder 
Enzyme verfügen muß *, zu welcher die von uns ge
messenen Enzyme gerechnet werden können.

Was das Studium  der Enzym induktion bei Pseudo- 
m onas testosteron i unter dem Aspekt des W irkungs
m edianism us der Steroide besonders anziehend 
macht, ist der Umstand, daß die Kinetik des Induk
tionsvorganges bei diesem M ikroorganism us dem 
zeitlichen Ablauf der RNS- und Proteinsynthese in 
tierischen Geweben un ter dem Einfluß von S teroid
horm onen durchaus entspricht. Wie Abb. 1 zeigt, e r
reicht die Enzym aktivität in unserem System  4 Stdn. 
nach der Induktion ih r Maximum. Die V erabrei
chung von /9-Oestradiol mit gleichzeitiger in tra 
peritonealer Gabe von G lycin-[2-14C] führt, wie 
H a m i l t o n  8 am R attenuterus beobachtete, ebenfalls 
innerhalb 4 Stdn. zur m axim alen A nhäufung von 
Aktivität im Protein dieses Organs. W urde m it dem 
Steroidhorm on U rid in -[2 -14C] verabreicht, so kam 
es — gegenüber nicht m it /?-Oestradiol behandelten 
K on tro llie ren  — zu einem raschen, linearen A n
stieg der R adioaktivität in der RNS, der bereits 
nach 3 Stdn. sein M aximum erreicht hatte  9.

6 F. J a c o b  u .  J .  M o n o d ,  J .  molecular Biol. 3, 318 [1961].
7 B. N. A m e s  u . R. C. M a r t i n ,  Ann. Rev. Biochem 33, 235

[1964]
8 T. H a m i l t o n ,  Proc. nat. Acad. Sei. USA 49, 373 [1963].
9 T. H a m i l t o n ,  Proc. nat. Acad. Sei. USA 51, 83 [1964].

10 C h . H e i d e l b e r g e r ,  in: Biological Approaches to Cancer
Chemotherapy, S. 47, London und New York 1961.
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W eitere Ü bereinstim m ungen zwischen steroid
induzierter Proteinsynthese in bisher untersuchten 
tierischen Systemen und bei Bakterien betreffen die 
H em m barkeit der E iw eißneubildung auf ihren ver
schiedenen Stufen.

Das von H e i d e l b e r g e r  10 untersuchte 5-Fluor- 
uracil verh indert die E inführung eines aktiven For- 
m iatrestes in U racildesoxyribosid-5-phosphat durch 
die Thym idilatsynthetase. Es liegt nahe anzunehm en, 
daß die starke Hem m ung der Enzym induktion durch 
diese Substanz ihre H auptursache in der starken 
W achstum shem m ung hat.

Ebenfalls als Folge der W achstumshemmung 
möchten w ir die Beeinflussung der Enzym induktion 
durch M itomycin auffassen, welches die Replikation 
der D N S-Stränge verhindert n . Die Unterdrückung 
der DNS-abhängigen RNS-Synthese durch Actino- 
mycin D 12 sollte neben einer allgemeinen W irkung 
auf die Eiw eißneubildung, die sich auch in einer 
V erm inderung des W achstums ausdrückt, den Teil 
der m-RNS-abhängigen Proteinsynthese besonders 
betreffen, der unter den gegebenen Bedingungen 
bevorzugt abläuft, also die Neubildung induzierter 
Enzyme. Tab. 5 bestätigt diese Überlegung.

Die U ntersuchungen von Y a r m o l i n s k y  und d e  l a  

H a b a  13 führten  zu der Ansicht, daß Purom ycin die 
Proteinsynthese auf G rund seiner strukturellen V er
wandtschaft m it einem Teil der Transfer-RN S 
hemmt. N a t h a n s  14 konnte schließlich nachweisen, 
daß Purom ycin  durch seinen E inbau in  das Poly
peptid die V erlängerung der Peptidkette verhindert. 
Auch hier handelt es sich also um die spezifische 
Hem m ung eines Schrittes der Proteinsynthese. W enn 
Enzym induktion gesteigerte und spezifische P ro te in 
synthese bedeutet, dann m üßte sie durch Purom ycin 
ebenfalls stärker beeinträchtigt werden als das 
W achstum. Das ist, wie aus Tab. 5 hervorgeht, ta t
sächlich der Fall. Die Beobachtung, daß Penicillin 
das W achstum von Pseudom onas testosteron i viel 
stärker hem m t als die Enzym induktion, daß sogar 
bei geringer W achstumshemmung noch eine Steige
rung  der Enzym induktion resultiert, könnte m it 
einer durch dieses A ntibiotikum  bedingten Verände-

11 V. N. I y e r  u .  W. S z y b a l s k i ,  Proc. nat. Acad. Sei. U S A  5 0 ,
3 5 5  [ 1 9 6 3 ] .

12 E. R e i c h ,  R .  M. F r a n k l i n ,  A .  J. S h a t k i n  u .  E. L. T a t u m ,
Science [Washington] 1 3 4 ,  5 5 6  [ 1 9 6 1 ] .

13 M. B. Y a r m o l i n s k y  u .  G. L. d e  l a  H a b a ,  Proc. nat. Acad.
Sei. USA 4 5 , 1 7 2 1  [ 1 9 5 9 ] .

14 D. N a t h a n s ,  Proc. nat. Acad. Sei. USA 5 1 ,  5 8 5  [ 1 9 6 4 ] .
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rung der Permeabilität der Zellmembran15 und 
einer hierdurch ermöglichten Steigerung der Auf
nahme von Steroidmolekülen in die Zelle zusam
menhängt.

Daß die Aminosäureanaloga p-Fluorphenylalanin 
und Äthionin die Aktivität der KSI und a-HSDG in 
unterschiedlichem Maße beeinflussen und daß die 
hemmende Wirkung dieser Antimetaboliten durch 
die entsprechenden Metaboliten nur während des 
Zeitraumes aufgehoben werden kann, welcher der 
Latenz von der Induktion bis zum Auftreten von 
Enzym entspricht, möchten wir als Hinweis dafür 
werten, daß die falschen Aminosäuren in die induk
tiv gebildeten Enzyme eingebaut werden und durch 
ihre Anwesenheit im Enzymmolekül dessen b iologi
sche Aktivität herabsetzen. Auch hier wird eine in
duzierte Proteinsynthese stärker vom Hemmeffekt 
betroffen sein als die normale Eiweißbildung.

Aus den beschriebenen Hemmversuchen können 
wir schließen, daß es sich bei der durch Steroide aus
gelösten Enzyminduktion bei P seudom onas testo- 
steron i tatsächlich um die Neusynthese von Eiweiß 
handelt und nicht um eine Änderung der Substrat
spezifität von schon in der Zelle vorhandenen Enzy
men, wie sie für die Steroidaktivierung der Alanin
oxydation durch Untereinheiten kristalliner Glut
amatdehydrogenase mitgeteilt wurde 16.

Die Vorstellung, daß Steroidhormone ihre spe
zifischen Wirkungen auf dem Wege über die Syn
these bestimmter Enzyme herbeiführen, hat durch 
die Arbeiten zahlreicher Forschergruppen in den 
letzten Jahren an Bedeutung gewonnen.

Die wichtigsten Indizien, die sich im Hinblick auf 
einen derartigen Wirkungsmechanismus der Steroid
hormone nennen lassen, sind:
a) Der Nachweis einer vermehrten Bildung von 

kurzzeitig markierter RNS nach Applikation des 
Induktors 17,18.

b) Eine Erhöhung der Einbaurate markierter 
Aminosäuren in vivo unter dem Einfluß von 
Sexualhormonen 19.

c) Die stimulierende Wirkung „hormonell“ beein

15 B. D .  D a v i s  u . D . S .  F e i n g o l d ,  in: The Bacteria, IV, 343, 
ed. by I. C. G u n s a l u s  and R. Y. S t a n i e r ,  Academic Press, 
New York 1962.

16 G .  M. T o m k in s ,  K. L. Y i e l d i n g  u . J. C u r r a n ,  Proc. nat. 
Acad. Sei. USA 47, 270 [1961].

17 L. D .  G a r r e n ,  R. H o w e l l  u. G . T o m k in s ,  J. molecular Biol. 
9, 100 [1964].

18 C. E. S e k e r i s  u .  N. L a n g ,  L i f e  S e i .  3, 169 [1964].
19 S. M. K a l m a n  u .  P. M. O p s a h l ,  Biochim. biophysica Acta

[Amsterdam] 49, 614 [1961],

flußter Ribosomenfraktionen auf die zellfreie 
Proteinsynthese, welche mit der Anwesenheit 
von spezifischer m-RNS und der Formation ak
tiver Polysomen in Verbindung gebracht wer
den kann 20.

d) Die Verminderung des Einflusses von Poly-Uri- 
dilsäure auf den Einbau von Phenylalanin in 
zellfreien Systemen, deren Komponenten aus 
hormonbehandelten Tieren 21 bzw. Bakterien * 
gewonnen wurden.

e) Die Hemmbarkeit definierter Hormonwirkun
gen durch spezifische Hemmstoffe der Protein
synthese (Actinomycin D, Puromycin 9) .

f) Die Erzeugung eines spezifischen Hormoneffek
tes am Rattenuterus durch Ribonucleinsäure, die 
aus den mit Oestradiol behandelten Uteri ka
strierter Ratten gewonnen wurde 22.

g) Die Entdeckung, daß eine makromolekulare 
Fraktion aus Rattenuteri, die 2 Wochen nach 
Ovarektomie entnommen wurden, die DNS-ab- 
hängige RNS-Polymerase stark hemmt, und daß 
diese Hemmung durch Vorbehandlung der Tiere 
mit Oestradiol oder durch Zugabe dieses Ste
roids in vitro partiell und spezifisch wieder auf
gehoben wird 23.

h) Die Tatsache, daß sich die Induktor-Aktivität 
verschiedener Steroide bei P seudom onas testo- 
steron i quantitativ in der Depression der DNS- 
abhängigen m-RNS-Synthese widerspiegelt, die 
man nach Zugabe einer makromolekularen Frak
tion aus P seudom onas, die mit den entsprechen
den Steroiden vorinkubiert worden war, beob
achtet 24.

Die in den letzten beiden Abschnitten erwähnten 
Ergebnisse, die die Wirkung von Steroiden auf die 
DNS-abhängige m-RNS-Synthese bei Ratten und 
P seudom onas testosteron i betreffen, werfen nicht 
nur Licht auf die steroidinduzierte m-RNS-Synthese, 
sondern bezeichnen möglicherweise auch die Phase 
des Induktionsvorganges, in der die Wirkungsspe
zifität eines Steroids (Androgenität, Oestrogenität, 
usw.) ihren frühesten Ausdrude findet.

20 J. D .  W i l s o n ,  Res. C o m m . 8 . 175 [1962].
21 S. L ia o  u .  H. G. W ill ia m s -A s i im a n ,  Proc. nat. Acad. Sei. 

U S A  48, 1956 [1962],
* Veröffentlichung in Vorbereitung.

22 S .  J. S e g a l ,  0 .  W . D a v id s o n  u .  K. W a s l a ,  6 . Internat. Kon
greß für Biochemie, New York 1964.

2S G. P. T a l w a r ,  S .  J .  S e g a l ,  A. E v a n s  u .  0 .  W. D a v id s o n ,  
Proc. nat. Acad. S e i .  USA 52, 1059 [1964].

24 A. W a c k e r .  J. D r e w s ,  W . B. P r a t t  u . P .  C h a n d r a ,  Angew. 
Chem. 77, 172 [1965],



CHONDROITINSCHWEFELSÄURE-PROTEIN-KOMPLEXE VON AORTEN III 553

W ährend der erste Teil des Induktionsvorganges, 
die Reaktion des Induktors m it einem spezifischen 
Rezeptor noch unbekannt ist, konnte der zweite Teil 
des Weges, den die Enzym induktion nim m t, der In 
form ationsfluß von der DNS zur RNS und die R eali
sierung der Inform ation durch die Proteinsynthese 
an den Ribosomen m it Hilfe spezifisch angreifender 
Hemmstoffe verfolgt werden. D ie Tatsache, daß es 
sich bei Pseudom onas testosteron i um  ein relativ 
einfaches bakterielles System handelt, dessen K ine
tik mit den Verhältnissen bei Säugetierzellen ver

gleichbar ist sowie der Um stand, daß die Indukto
ren Steroidhorm one sind, machen diesen Bakterien
stam m  zum Studium  der initialen Schritte der E n
zym induktion besonders geeignet.

Frau H. F e l l e r ,  Fräulein D. P fahl und Fräulein K. 
S choll unterstützten uns ausgezeichnet bei den Ver
suchen. H. L. und K. P. danken der Schering AG für 
ein Post-Doktor-Stipendium . Der D e u t s c h e n  F o r 
s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  und dem V e r b a n d  
d e r  C h e m i s c h e n  I n d u s t r i e  — F o n d s  d e r  
C h e m i e  — danken wir für eine Sachbeihilfe.

Chemische Untersuchungen 
an Chondroitinschwefelsäure-Protein-Komplexen 

normaler und sklerotischer Aorten III
A. K l e m e r  und D. M e m p e l  

(Experimentell mitbearbeitet von Ch. L a u s )

Organisch-Chemisches Institut der Universität Münster/Westfalen 

Herrn Professor Dr. F. M i c h e e l  zum 65. Geburtstage gewidmet 

(Z. Naturforschg. 20 b, 553— 559 [1 9 6 5 ];  eingegangen am 24. Februar 1965)

Aus den wasserunlöslichen Rüdeständen menschlicher normaler und sklerotischer Aorten werden 
auf chromatographischem Wege Chrondoitinschwefelsäure-Protein-Komplexe isoliert. Die mit Papain 
abgebauten Komplexe besitzen ein charakteristisches identisches Aminosäurespektrum. Die Chon- 
droitinschwefelsäuren liefern bei der sauren Hydrolyse neben D-Galaktosamin D-Talosamin. Die Her
kunft des letzteren wird diskutiert.

Die sulfathaltigen M ucopolysaccharide des Aor- 
ten-Bindegewebes haben fü r die Erforschung der 
Arteriosklerose eine besondere Bedeutung, weil die 
K rankheit durch eine Erhöhung des Sulfatstoffwech
sels des Gewebes eingeleitet w ir d 1. Vergleichende 
Untersuchungen an den sulfathaltigen K om ponenten 
kranker und gesunder Aorten sind  deshalb für die 
weitere Kenntnis der A rteriosklerose grundlegend.

Bisher sind in  menschlichen A orten die folgenden 
sulfathaltigen M ucopolysaccharide aufgefunden w or
den: Chondroitinschwefelsäuren (A, B ,C ), H eparitin- 
sulfat, K eratosulfat und H e p a r in (? ) .  Unsere U nter
suchungen befassen sich zunächst m it den C hondroi
tinschwefelsäuren, die über 50%  der in diesem Be
reich vorkom m enden M ucopolysaccharide aus
machen.

Wie wir früher berichteten 2, enthält der w asser

lösliche Anteil menschlicher norm aler und skleroti
scher Aorten Chondroitinschwefelsäure-Protein-Kom- 
plexe, (C S-Proteine), die sowohl im Mol.-Gew. als 
auch in der Zusam mensetzung ih rer Protein- und 
Polysaccharid-Anteile identisch sind. Lediglich in 
den M engenverhältnissen ist ein Unterschied festzu
stellen. Sklerotische Aorten enthalten etwa doppelt 
soviel dieses CS-Proteins wie die norm alen.

W eiteres CS-Protein, zusammen m it anderen 
M ucopolysacchariden und Frem deiweiß läßt sich 
aus den wasserunlöslichen  Rüdeständen der A orten 
m it CaClo-Lösung extrahieren (vgl. 3, vorläufige 
M itt.).

Durch Zentrifugieren und D ialysieren w ird d a r
aus eine an M ucopolysacchariden angereicherte, 
nunm ehr ebenfalls wasserlösliche F rak tion  gewon
nen, auf die w ir das früher beschriebene Trennungs-

1 W. H .  H a u s s  u . G. J u n g e - H ü l s i n g ,  Dtsch. med. Wschr. 8 6 ,
763 [1961] ; W. H .  H a u s s ,  Verh. dtsch. Ges. inn. Med.
69. Kongreß 1963.

2 A. K l e m e r  u . K .  H o m b e r g ,  Liebigs Ann. Chem. 678, 160
[1964].

3 A. K l e m e r ,  K .  H o m b e r g  u . D. M e m p e l ,  Z. Naturforschg.
19 b, 961 [1964].


