ENZYMINDUKTION MIT STEROIDEN

Enzyminduktion mit Steroiden bei Pseudomonas testosteroni
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Steroid initiated enzyme induction (43-Ketosteroid-Isomerase, 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase,
and 3f.17f-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 Taravay et al.! die Bildung adaptiver
Enzyme in Gegenwart von Steroiden bei Pseudomo-
nas testosteroni beschrieben hatten, bot sich dieser
Bakterienstamm neben Streptomyces hydrogenans?>
als geeignetes Modell zum Studium der durch
Steroide verursachten Enzyminduktion an. Mit je-
weils einem Steroid 148t sich bei Pseudomonas testo-
steroni die Synthese dreier Enzyme induzieren?,
namlich der 45-3-Ketosteroid-Isomerase (KSI), der
3a- und der 3$.175-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
(a-HSDG; SHSDG).

Es war nun von Interesse, den Vorgang der
Enzyminduktion bei Pseudomonas testosteroni
ndher zu untersuchen, insbesondere die Hemmung
der Enzymbildung in den verschiedenen Phasen der
Proteinsynthese.

Methodik

Kultivierung: Pseudomonas testosteroni (ATCC
11996) wurde auf 2-proz. Schridgagar gehalten, der
auBler den auch im Néhrmedium enthaltenen Salzen
2,5mg fein suspendiertes Testosteron pro ml enthielt.
Zu Versuchszwecken wurden die Zellen bei 30 °C in
50 ml Kulturmedium (250ml Erlenmeyer-Kol-
ben) auf einem Schiittelinkubator (Schiittelfrequenz
190/Min.) 12 Stdn. lang vorkultiviert. Mit je 5ml der
ausgewachsenen Vorkulturen wurden dann die 50 ml
Versuchsansédtze beimpft.

Medien: 1000 ml Kulturmedium enthielten [g]:
(NH,) H,PO, 1,0, (NH,),HPO, 1,0, KH,PO, 2,0 und
10ml einer Losung von Spurenelementen folgender
Zusammensetzung [g]: MgSO,-7 H,O 20,0, NaCl 1,0,
FeSO4-7H,0 0,5, ZnSO,-7 H,0 0,5, MnSO,-3 H,0
0,5, CuSO4-5H,0 0,05, 0,1-n. H,SO; 10ml, in 1!/
H,O0.

* Stipendiat der Deutschen Forschungsgemein-
schaft.
** National Science Foundation Postdoctoral Fellow.

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

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

Bakterienwachstum: Das Wachstum der Bakterien
wurde im lichtelektrischen Kolorimeter Modell J nach
Dr. B. Laxce gemessen. Wir korrigierten simtliche
Enzymaktivitdten auf die Bakteriendichte und definier-
ten sie als Einheiten/ml Bakteriensuspension (Einh./ml
B.S)).

ZellaufschluB: Zur Freilegung der Enzyme wurden
die Zellen aus 30 ml Bakteriensuspension bei 15 000
Upm in der Kiihlzentrifuge (0—5 °C) abzentrifugiert,
mit 10 ml n/15-Phosphatpuffer pa 7 gewaschen und
bei gleicher Umdrehungszahl und Temperatur wieder
abgeschleudert. Nach sorgféltiger Entfernung der
Waschfliissigkeit wurden die Bakterienriickstinde mit
30ml Aceton von —40 °C iibergossen, bis zum Auf-
tauen der Masse etwa 5 Min. stehengelassen, aufge-
rithrt und wieder abzentrifugiert. Nach restloser Ent-
fernung des Acetons wurde das Zellmaterial mit 10 ml

P. Tavaray, Physiol. Rev. 37, 362 [1957].
G. Nesemann, H. J. HiBener, R. Junk u. J. Scamipt-THOME,
Biochem. Z. 333, 88 [1960].
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n/15-Phosphatpuffer quantitativ in einen Erlen-
mevyer-Kolben iiberspiilt und 1 Stde. lang bei 30 °C
auf der Schiittelmaschine bewegt. Danach wurde diese
Suspension wieder 10 Min. bei 0 °C und 15000 Upm
zentrifugiert. Aus dem Uberstand (Originalenzym-
l6sung) wurde die Enzymaktivitat bestimmt.

Messungen der Enzymaktivitat: Die 4°-3-Keto-
steroid-Isomerase wurde nach der Methode von Kawa-
Hara ® et al. bestimmt. 45-Androsten-3.17-dion wurde
nach Scumipt-TroME und Burtexanpr * hergestellt und
durch umkristallisieren in Methanol gereinigt. Als eine
Enzymeinheit wurde die Menge Enzym definiert, die
pro Min. 1 uMol A% Androstendion (¢ = 16 300) aus
der isomeren A°-Verbindung bildet. Die Zahl der
Enzymeinheiten ergibt sich aus der Gleichung:
Einh./ml B. S. =
ml Orig.-Enzymlsg. - Verd.Faktor-0,184- 1 log,, IIO /Min. (248 mu)

ml aufgearbeitete Bakteriensuspension

Die beiden Hydroxysteroid-Dehydrogenasen wurden
nach den Angaben von Marcus und Tavaray® gemes-
sen. Als Substrat diente fiir die 3c-HSDG Androsten-
3a-ol-17-on, fiir die Messung der f-HSDG Testosteron.
Jeder Meflansatz enthielt: 2,75 ml 0,1-m. Phosphat-
puffer (pu = 9); 0,5uMol DPN™ in 0,1 ml H,0;
15 ug Steroid in 0,05 ml Methanol; 0,1 ml Original-
enzymlosung fir die Messung der a- und 0,2 ml Ori-
ginalenzymlosung fiir die Bestimmung der S-HSDH.
Die Reaktion wurde durch Zusatz des Substrats ge-
startet. Zur Berechnung der Enzymeinheiten diente die
Extinktionsénderung zwischen der 30. und der 90. Se-
kunde.

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

Ergebnisse

Nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daf} eine In-
duktion zu Beginn der logarithmischen Wachstums-
phase (2—2,5Stdn. nach Beimpfen) den steilsten
Anstieg der Enzymaktivitdt und die beste Ausbeute
an Enzym lieferte, wurde diese Methodik, bei der das
Maximum der Enzymaktivititen 4 —5 Stdn. nach
der Induktion bzw. 2 Stdn. nach Abschluf} der loga-
rithmischen Phase auftritt, fiir die weiteren Ver-
suche beibehalten.

Die zeitlichen Beziehungen zwischen Bakterien-
wachstum, Induktion und dem Auftreten von Enzym-
aktivitidten sind in Abb. 1 dargestellt. Aus der Ab-
bildung geht hervor, dal} eine Vermehrung der

3 F. S. Kawanara, S. F. Waxc u. P. Tararay, J. biol. Che-
mistry 237, 1500 [1962].

4 J. Scamipt-ToowE u. A. Buresaspr, Chem. Ber. 69, 882
[1963].
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Enzymaktivitat etwa 90 Min. nach der Induktion
nachweisbar wird.

Die hochsten Wachstumswerte und Enzymaktivi-
titen wurden im Hefemedium erhalten. Dort lagen
die Aktivitatswerte fiir die KSI 4 Stdn. nach der
Induktion mit Testosteron zwischen 15 und 20 Ein-
heiten/ml Bakteriensuspension. Obwohl die entspre-
chenden Werte im Glucosemedium nur 3 — 4,5 Ein-
heiten/ml B.S. betrugen, blieb das fiir unsere Unter-
suchungen wichtige Verhiltnis zwischen konstituti-
ver Enzymmenge und der nach Induktion gemesse-
nen Enzymaktivitat in beiden Medien gleich.

Die starksten Induktoren fiir Pseudomonas testo-
steroni sind Testosteron und /*Androsten-3.17-
dion. Die induzierenden Eigenschaften von Reich-
stein S (11-Desoxycortison) und 4*-Androsten-
3.17-dion verringern sich bei Substitution eines
Sauerstoffmolekiils am C-Atom 11. Cortison indu-
ziert nur wenig, auch Androsten-3.11.17-trion ist

ein sehr schwacher Induktor (Tab. 1).

A5-3-Ketosteroid-
Induktor Isomerase
(Einh./ml B.S.)

Testosteron 20
A4-Androsten-3.17-dion 20
1-Methyl-A1-Androsten-

17 p-ol-3-on 15
17 a-Methyltestosteron 15
Androsten-3 -0l-17-on 13
Reichstein S 12
17 «-Hydroxyprogesteron 12
Androsten-3.11.17-trion 5
Oestradiol 1.5
Cortison 1

Tab.1. Relative Induktor-Wirkung verschiedener Steroide

bei Pseudomonas testosteroni. Hefemedium; Konzentration
der Steroide = 200 ug/ml Medium. Die Werte sind bezogen
auf die konstitutive Enzymmenge = 1.

Testosteron- A5-3-Ketosteroid- 3 a-Hydroxy-
Konzentration Isomerase steroid-
Dehydrogenase
[#g/m]l Medium] = [Einh./ml B.S.] [Einh./ml B.S.]
0 0,81 14
2 0,72 16
5 1,20 32
10 2,70 36
20 7,50 44

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

5 P. 1. Marcus u. P. Tavaray, 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/ Stdn. nach der Uber-
impfung mit Testosteron (200 xg/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.
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Abb. 2. Verhaltnis zwischen Wachstum, induzierter Menge

Enzym und Aufnahme von Testosteron-[3H] bei Pseudomonas

testosteroni in Hefemedium. Zugabe von Testosteron-[*H]

(Induktion) zur Zeit 0. Zeichenerklarung: Ordinate: Wachs-

tum s. Abb. 1; 45-3-Ketosteroid-Isomerase-Einheiten pro ml

Bakteriensuspension; Radioaktivitit Ipm pro ml Bakterien-
suspension. Abszisse: Zeit in Stunden.

Wie aus Tab. 2 und Abb. 2 deutlich hervorgeht,
besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der
Menge des Induktors und der Menge induziertem
Enzym. Wie die Versuche mit dem radioaktiv mar-
kierten Testosteron ergaben, wird nur ein Bruchteil
der in dem Medium vorhandenen Menge Testosteron
von den Zellen aufgenommen. Der groflere Teil des
in den Zellen vorliegenden Testosterons diirfte un-
spezifisch gebunden sein und mit einer spezifisch ge-
bundenen Fraktion im Gleichgewicht stehen.

Das Verhaltnis der Enzymaktivitaten zwischen
KSI, «-HSDG und (-HSDG bleibt unter dem Ein-
fluf} dreier verschieden starker Induktoren konstant,
wie aus Tab. 3 hervorgeht. Die nicht ganz gleich-
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3a-Hydroxy-| 3p.17 -
45-3-Keto- steroid- Hydroxy-
Induktor steroid- Dehydro- steroid-
Isomerase genase Dehydro-
genase
Testosteron 100 38 13,5
A4-Andro-
sten-
3.17-dion 100 37 15,5
Reichstein S 100 39 8,0

Tab. 3. Verhiltnis der Enzymaktivititen bei Pseudomonas

testosteroni bei Induktion mit verschiedenen Steroiden bezo-

gen auf A5-3-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.

milige Ausbeute an F-HSDG ist methodisch be-
dingt, da der Zellaufschlu mit kaltem Aceton zur
Extraktion dieses Enzyms weniger gut geeignet ist.

Wachstum und Enzyminduktion lassen sich, wie
Tab. 4 zeigt, durch bestimmte Purin- und Pyrimidin-

Hemmstoff ‘ Wachstum | 45-3-Ketosteroid-
Isomerase
[pg/ml Medium] ‘ [%)] [Einheiten in 9]
-+ Testosteron ‘ 100 100
— Hemmstoff
— Testosteron | 100 49
— Hemmstoff |
- Testosteron
+ 5-Fluoruracil |
10 | 42 4,7
20 | 43 4,9
40 37 5.4
60 | 37 4,5
-+ Testosteron [
-+ 6-Azauracil
10 ‘ 94 | 89
50 ‘ 83 ‘ 88
- Testosteron
-+ 6-Mercapto- [
purin ;
25 98 ‘ 96
50 | 96 1 83

Tab. 4. Wirkung von pyrimidin- und purinanalogen Verbin-
gungen auf das Bakterienwachstum und die Enzyminduktion
bei Pseudomonas testosteroni. Testosteron (100 g/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 Konzentrationen hemmen. Be-
sonders stark wirkt 5-Fluoruracil. 5-Jod- und
5-Bromuracil sind interessanterweise unwirksam.
Eine geringe Hemmung von Wachstum und Induk-
tion der KSI 148t sich durch 50 ug/ml 6-Azauracil

erzielen. 6-Mercaptopurin zeigt in einer Konzentra-
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tion von 50 ug/ml eine geringe hemmende Wirkung
auf die Enzyminduktion, ohne das Wachstum zu be-
einflussen. 8-Azaguanin ist ohne Einflul auf Wachs-
tum und Enzyminduktion. Merkwiirdigerweise hem-
men 5-Fluordesoxyuridin und 6-Azauridin weder
das Bakterienwachstum noch die Enzyminduktion.
Mit Ausnahme von 6-Azauracil ist in allen Fallen,
in denen purin- oder pyrimidinanaloge Verbindun-
gen hemmend wirken, die Enzymbildung stirker be-
troffen als das Wachstum.

Mitomycin, Actinomycin D und Puromycin hem-
men sowohl das Wachstum als auch die Enzym-
induktion. Dabei ist, wie Tab. 5 zeigt, die Enzym-
induktion wesentlich starker betroffen als das Wachs-
tum. Penicillin weicht von diesem Verhalten ab; bei
geringer Wachstumshemmung bewirkt diese Sub-
stanz sogar eine Steigerung der Enzyminduktion
gegeniiber den Kontrollwerten. Selbst fiir die hohe
Konzentration von 1000 ug/ml ergibt sich, wenn
man die Enzymproduktion auf die stark erniedrig-
ten Wachstumswerte bezieht, noch ein relative Zu-
nahme der Induktion der 4%-3-Ketosteroid-Isomerase.

Schlieflich kann, wie aus Tab. 6 hervorgeht, die
Enzymaktivitdt auch durch aminosdureanaloge Ver-
bindungen gehemmt werden. Von der Wirkung des
p-Fluorphenylalanins sind sowohl die KSI als auch
die a-HSDG betroffen, und zwar in ungleich stirke-
rem Mafle als das Wachstum. Das gleichzeitige An-
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Wachstum | .
Antibiotikum ing, | 4%3Ketosteroid.
[1g/ml Medium] [Ki)nlt(r)‘gile Induktion in %,
~+ Testosteron 100 100
— Hemmstoff
— Testosteron 100 6.3
— Hemmstoff
-+ Testosteron
-+ Mitomycin
30 61 4.5
50 58 3.6
60 58 2.8
-+ Testosteron
-+ Actinomycin D
5 99 78
10 85 46
20 80 32
40 76 12
-+ Testosteron
-+ Puromycin
50 76 32
100 50 0,2
- Testosteron
-+ Penicillin G
250 86 111
500 72 108
1000 64 86

Tab. 5. Wirkung einiger Antibiotika auf Enzyminduktion und
Wachstum von Pseudomonas testosteroni nach 7 Stdn. Bebrii-
tung. Testosteron (100 ug/ml Medium) und Antibiotikum
wurden zu Beginn des log. Wachstums zur Bakterienkultur
gegeben. Glucose-Medium + Bacto-Casamino Acids
(Difco Lab.).

Antimetabolit Metabolit
[100 xg/ml Medium] [100 pug/ml Medium ]|
-+ Testostzron
— Antimetabolit | — Metabolit
-+ Testosteron
+ p-Fluorphenyl- | — Phenylalanin
alanin ‘ (z-ala)
(F z-ala) j
+ F g-ala | + @-ala gleichzeitig mit F @ -ala
+ F @-ala + @-ala 1 Stde. spiter
+ F @-ala .+ @-ala 2 Stdn. spéter
+ F @-ala | + @-ala 3 Stdn. spiter

-+ Testosteron

-+ Athionin | — Methionin )

+ Athionin -+ Methionin gleichzeitig mit Athionin
-+ Athionin | -+ Methionin 1 Stde. spater

+ Athionin |+ Methionin 2 Stdn. spiter

+ Athionin + Methionin 3 Stdn. spéter

-+ Athionin + Methionin 4 Stdn. spiter

Wachs-  15-3-Ketosteroio3- | «-Hydroxysteroid-
| tum Isomerase Dehydrogenase
‘ [%] [Einheiten in %] [Einheiten in %]
|
100 100 100
87 2 0
125 120 100
100 80 79
80 38 3 53
72 8 0
92 6 —
95 153 —
96 101 —
94 82 —
90 55 —
86 57 —

Tab. 6. Wirkung von p-Fluorphenylalanin-Phenylalanin und Athionin-Methionin auf Wachstum und induzierte Enzymaktivi-

tit von Pseudomonas testosteroni in Abhingigkeit von der zeitlichen Zugabe. Testosteron (100 ug/ml Medium) wurden zu Be-

ginn des log. Wachstums zusammen mit dem Antimetaboliten bzw. Metaboliten in das Kulturmedium gegeben. Glucose-Me-
dium + Aminosduremischung ohne Phenylalanin bzw. Methionin. Zeitdauer der Bebriitung 2 Stunden.
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gebot von Phenylalanin vermag die Hemmung voll
aufzuheben. Je spiter nach Zugabe des Hemmstoffes
die natiirliche Aminosiure angeboten wird, desto ge-
ringer ist ihr Effekt. Wie aus Tab. 6 weiter hervor-
geht, ergeben sich fiir Athionin und Methionin die
gleichen Befunde.

Diskussion

Viele der mitgeteilten Ergebnisse kénnen auf Me-
chanismen zuriickgefithrt werden, die auf Grund
der Uberlegungen von Jacos und Moxop ¢ fiir den
Ablauf der Enzyminduktion bei Mikroorganismen
gelten. Ein unter verschiedenen Bedingungen kon-
stantes Verhiltnis der gemessenen Enzymaktivititen
zueinander — wie es in unserem Falle fiir die KSI,
die a-HSDG und die S-HSDG unter dem EinfluB
dreier verschiedener Induktoren gefunden wurde —
spricht in Ubereinstimmung mit den Vorstellungen
iiber eine ,koordinierte Induktion“7 fiir eine ge-
meinsame Regulation dieser Enzyme durch das
Operatorgen. Diese Deutung trigt auch der Tatsache
Rechnung, dal} Pseudomonas testosteroni bestimmte
Steroide zu CO, und Wasser abbauen kann, also
iiber eine groBere Gruppe steroidumwandelnder
Enzyme verfiigen muf !, zu welcher die von uns ge-
messenen Enzyme gerechnet werden konnen.

Was das Studium der Enzyminduktion bei Pseudo-
monas testosteroni unter dem Aspekt des Wirkungs-
mechanismus der Steroide besonders anziehend
macht, ist der Umstand, daf} die Kinetik des Induk-
tionsvorganges bei diesem Mikroorganismus dem
zeitlichen Ablauf der RNS- und Proteinsynthese in
tierischen Geweben unter dem Einflu} von Steroid-
hormonen durchaus entspricht. Wie Abb. 1 zeigt, er-
reicht die Enzymaktivitdt in unserem System 4 Stdn.
nach der Induktion ihr Maximum. Die Verabrei-
chung von [-Oestradiol mit gleichzeitiger intra-
peritonealer Gabe von Glycin-[2-1*C] fiihrt, wie
Hamiron 8 am Rattenuterus beobachtete, ebenfalls
innerhalb 4 Stdn. zur maximalen Anhéufung von
Aktivitat im Protein dieses Organs. Wurde mit dem
Steroidhormon Uridin-[2-14C] verabreicht, so kam
es — gegeniiber nicht mit §-Oestradiol behandelten
Kontrolltieren — zu einem raschen, linearen An-
stieg der Radioaktivitiat in der RNS, der bereits
nach 3 Stdn. sein Maximum erreicht hatte 9.

6 F. Jacos u. J. Moxop, J. molecular Biol. 3, 318 [1961].

7 B. N. Ames u. R. C. Martiy, Ann. Rev. Biochem 33, 235

[1964]

8 T. Hamirton, Proc. nat. Acad. Sci. USA 49, 373 [1963].

9 T. Hamivton, Proc. nat. Acad. Sci. USA 51, 83 [1964].

10 Cu. HemeLBercer, in: Biological Approaches to Cancer
Chemotherapy, S. 47, London und New York 1961.
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Weitere Ubereinstimmungen zwischen steroid-
induzierter Proteinsynthese in bisher untersuchten
tierischen Systemen und bei Bakterien betreffen die
Hemmbarkeit der Eiweineubildung auf ihren ver-
schiedenen Stufen.

Das von HemeLsercer !* untersuchte 5-Fluor-
uracil verhindert die Einfithrung eines aktiven For-
miatrestes in Uracildesoxyribosid-5-phosphat durch
die Thymidilatsynthetase. Es liegt nahe anzunehmen,
dal} die starke Hemmung der Enzyminduktion durch
diese Substanz ihre Hauptursache in der starken
Wachstumshemmung hat.

Ebenfalls als Folge der Wachstumshemmung
mochten wir die Beeinflussung der Enzyminduktion
durch Mitomycin auffassen, welches die Replikation
der DNS-Stringe verhindert!!. Die Unterdriickung
der DNS-abhingigen RNS-Synthese durch Actino-
mycin D 12 sollte neben einer allgemeinen Wirkung
auf die Eiweillneubildung, die sich auch in einer
Verminderung des Wachstums ausdriickt, den Teil
der m-RNS-abhingigen Proteinsynthese besonders
betreffen, der unter den gegebenen Bedingungen
bevorzugt ablauft, also die Neubildung induzierter
Enzyme. Tab. 5 bestitigt diese Uberlegung.

Die Untersuchungen von YarMoLINSKY und DE LA
Haga '3 fiihrten zu der Ansicht, daf Puromycin die
Proteinsynthese auf Grund seiner strukturellen Ver-
wandtschaft mit einem Teil der Transfer-RNS
hemmt. Natnans !* konnte schliefllich nachweisen,
dall Puromycin durch seinen Einbau in das Poly-
peptid die Verlangerung der Peptidkette verhindert.
Auch hier handelt es sich also um die spezifische
Hemmung eines Schrittes der Proteinsynthese. Wenn
Enzyminduktion gesteigerte und spezifische Protein-
synthese bedeutet, dann miiflte sie durch Puromycin
ebenfalls stirker beeintrachtigt werden als das
Wachstum. Das ist, wie aus Tab. 5 hervorgeht, tat-
sichlich der Fall. Die Beobachtung, daf} Penicillin
das Wachstum von Pseudomonas testosteroni viel
stirker hemmt als die Enzyminduktion, da8 sogar
bei geringer Wachstumshemmung noch eine Steige-
rung der Enzyminduktion resultiert, konnte mit
einer durch dieses Antibiotikum bedingten Verinde-

11V, N. Iver u. W. SzyBarskr, Proc. nat. Acad. Sci. USA 50,
355 [1963].

12 E. Reicu, R. M. Frankuix, A. J. Suatkiy u. E. L. Tartum,
Science [Washington] 134, 556 [1961].

13 M. B. Yarmorinsky u. G. L. pe ra Hasa, Proc. nat. Acad.
Sci. USA 45,1721 [1959].

14 D, Nartuans, Proc. nat. Acad. Sci. USA 51, 585 [1964].
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rung der Permeabilitit der Zellmembran!? und

einer hierdurch ermoglichten Steigerung der Auf-

nahme von Steroidmolekillen in die Zelle zusam-
menhéngt.

Dal} die Aminosaureanaloga p-Fluorphenylalanin
und Athionin die Aktivitit der KSI und 2-HSDG in
unterschiedlichem Malle beeinflussen und daf} die
hemmende Wirkung dieser Antimetaboliten durch
die entsprechenden Metaboliten nur wiahrend des
Zeitraumes aufgehoben werden kann, welcher der
Latenz von der Induktion bis zum Auftreten von
Enzym entspricht, mochten wir als Hinweis dafiir
werten, dall die falschen Aminosiuren in die induk-
tiv gebildeten Enzyme eingebaut werden und durch
ihre Anwesenheit im Enzymmolekiil dessen biologi-
sche Aktivitiat herabsetzen. Auch hier wird eine in-
duzierte Proteinsynthese starker vom Hemmeffekt
betroffen sein als die normale Eiweil3bildung.

Aus den beschriebenen Hemmversuchen kénnen
wir schlieBen, daf3 es sich bei der durch Steroide aus-
gelosten Enzyminduktion bei Pseudomonas testo-
steroni tatsichlich um die Neusynthese von Eiweil}
handelt und nicht um eine Anderung der Substrat-
spezifitdt von schon in der Zelle vorhandenen Enzy-
men, wie sie fiir die Steroidaktivierung der Alanin-
oxydation durch Untereinheiten kristalliner Glut-
amatdehydrogenase mitgeteilt wurde 16.

Die Vorstellung, dal Steroidhormone ihre spe-
zifischen Wirkungen auf dem Wege iiber die Syn-
these bestimmter Enzyme herbeifithren, 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 Erhohung der Einbaurate markierter
Aminosduren in vivo unter dem Einfluff von
Sexualhormonen .

¢) Die stimulierende Wirkung ,,hormonell“ beein-

15 B. D. Davis u. D. S. Feixcorp, in: The Bacteria, IV, 343,
ed. by I. C. Gu~saLus and R. Y. Stanier, Academic Press,
New York 1962.

16 G. M. Tomxins, K. L. YieLpine u. J. Curran, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 47, 270 [1961].

17 L. D. Garrex, R. HowerL u. G. Toumxkins, J. molecular Biol.
9,100 [1964].

18 C. E. Sekeris u. N. Laxg, Life Sci. 3, 169 [1964].

19 S, M. Karmax u. P. M. Oresant, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 49, 614 [1961].
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flulter 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-
dilsdure auf den Einbau von Phenylalanin in
zellfreien Systemen, deren Komponenten aus
hormonbehandelten Tieren 2! bzw. Bakterien *
gewonnen wurden.

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

f) Die Erzeugung eines spezifischen Hormoneffek-
tes am Rattenuterus durch Ribonucleinsaure, die
aus den mit Oestradiol behandelten Uteri ka-
strierter Ratten gewonnen wurde 2.

) Die Entdeckung, dall eine makromolekulare
Fraktion aus Rattenuteri, die 2 Wochen nach
Ovarektomie entnommen wurden, die DNS-ab-
hiangige RNS-Polymerase stark hemmt, und daf3
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, daBl sich die Induktor-Aktivitat
verschiedener Steroide bei Pseudomonas testo-
steroni quantitativ in der Depression der DNS-
abhingigen m-RNS-Synthese widerspiegelt, die
man nach Zugabe einer makromolekularen Frak-
tion aus Pseudomonas, die mit den entsprechen-
den Steroiden vorinkubiert worden war, beob-
achtet 24
Die in den letzten beiden Abschnitten erwéhnten

Ergebnisse, die die Wirkung von Steroiden auf die
DNS-abhingige m-RNS-Synthese bei Ratten und
Pseudomonas testosteroni betreffen, werfen nicht
nur Licht auf die steroidinduzierte m-RNS-Synthese,
sondern bezeichnen moglicherweise auch die Phase
des Induktionsvorganges, in der die Wirkungsspe-
zifitdt eines Steroids (Androgenitat, Oestrogenitit,
usw.) ihren frithesten Ausdruck findet.

g

20 J.D. WiLsox, Res. Comm. 8, 175 [1962].

21 S, Liso u. H. G. WiLLiams-Asuman, Proc. nat. Acad. Sci.

USA 48, 1956 [1962].

Veroffentlichung in Vorbereitung.

22 S, J. Secar, O. W. Davipsox u. K. Wasta, 6. Internat. Kon-
gref3 fiir Biochemie, New York 1964.

23 G. P. TaLwar, S. J. Secar, A. Evaxs u. O. W. Davipsox,
Proc. nat. Acad. Sci. USA 52, 1059 [1964].

24 A. Wacker, J. Drews, W. B. Prarr u. P. Cuaxpra, Angew.
Chem. 77, 172 [1965].



CHONDROITINSCHWEFELSAURE-PROTEIN-KOMPLEXE VON AORTEN III

Wihrend der erste Teil des Induktionsvorganges,
die Reaktion des Induktors mit einem spezifischen
Rezeptor noch unbekannt ist, konnte der zweite Teil
des Weges, den die Enzyminduktion nimmt, der In-
formationsflul} von der DNS zur RNS und die Reali-
sierung der Information durch die Proteinsynthese
an den Ribosomen mit Hilfe spezifisch angreifender
Hemmstoffe verfolgt werden. Die Tatsache, dal} es
sich bei Pseudomonas testosteroni um ein relativ
einfaches bakterielles System handelt, dessen Kine-
tik mit den Verhaltnissen bei Sadugetierzellen ver-
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gleichbar ist sowie der Umstand, dal die Indukto-
ren Steroidhormone sind, machen diesen Bakterien-
stamm zum Studium der initialen Schritte der En-
zyminduktion besonders geeignet.

Frau H. FeLier, Fraulein D. Praur und Friulein K.
ScuoLL unterstiitzten uns ausgezeichnet bei den Ver-
suchen. H. L. und K. P. danken der Schering AG fiir
ein Post-Doktor-Stipendium. Der Deutschen For-
schungsgemeinschaft und dem Verband
der Chemischen Industrie — Fonds der
Chemie — danken wir fiir eine Sachbeihilfe.

Chemische Untersudhungen
an Chondroitinschwefelsiaure-Protein-Komplexen
normaler und sklerotischer Aorten Il

A. KieMER und D. MEMPEL

(Experimentell mitbearbeitet von Csu. Laus)

Organisch-Chemisches Institut der Universitat Miinster/ Westfalen

Herrn Professor Dr. F. MicueeL zum 65. Geburtstage gewidmet

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

Aus den wasserunloslichen Riickstanden menschlicher normaler und sklerotischer Aorten werden
auf chromatographischem Wege Chrondoitinschwefelsdure-Protein-Komplexe isoliert. Die mit Papain
abgebauten Komplexe besitzen ein charakteristisches identisches Aminosdurespektrum. Die Chon-
droitinschwefelsiuren liefern bei der sauren Hydrolyse neben p-Galaktosamin p-Talosamin. Die Her-

kunft des letzteren wird diskutiert.

Die sulfathaltigen Mucopolysaccharide des Aor-
ten-Bindegewebes haben fiir die Erforschung der
Arteriosklerose eine besondere Bedeutung, weil die
Krankheit durch eine Erhchung des Sulfatstoffwech-
sels des Gewebes eingeleitet wird!. Vergleichende
Untersuchungen an den sulfathaltigen Komponenten
kranker und gesunder Aorten sind deshalb fiir die
weitere Kenntnis der Arteriosklerose grundlegend.

Bisher sind in menschlichen Aorten die folgenden
sulfathaltigen Mucopolysaccharide aufgefunden wor-
den: Chondroitinschwefelsauren (A, B, C), Heparitin-
sulfat, Keratosulfat und Heparin(?). Unsere Unter-
suchungen befassen sich zunéchst mit den Chondroi-
tinschwefelsduren, die iiber 50% der in diesem Be-
reich vorkommenden Mucopolysaccharide aus-
machen.

Wie wir frither berichteten 2, enthalt der wasser-

1 W. H. Hauss u. G. Junce-Hising, Dtsch. med. Wschr. 86,
763 [1961]; W. H. Hauss, Verh. dtsch. Ges. inn. Med.
69. Kongref3 1963.

losliche Anteil menschlicher normaler und skleroti-
scher Aorten Chondroitinschwefelsdure-Protein-Kom-
plexe, (CS-Proteine), die sowohl im Mol.-Gew. als
auch in der Zusammensetzung ihrer Protein- und
Polysaccharid-Anteile identisch sind. Lediglich in
den Mengenverhiltnissen ist ein Unterschied festzu-
stellen. Sklerotische Aorten enthalten etwa doppelt
soviel dieses CS-Proteins wie die normalen.

Weiteres CS-Protein, zusammen mit anderen
Mucopolysacchariden und Fremdeiweil 1aBt sich
aus den wasserunléslichen Riuckstanden der Aorten
mit CaCl,-Losung extrahieren (vgl. 3, vorlaufige
Mitt.).

Durch Zentrifugieren und Dialysieren wird dar-
aus eine an Mucopolysacchariden angereicherte,
nunmehr ebenfalls wasserlosliche Fraktion gewon-
nen, auf die wir das friither beschriebene Trennungs-

2 A. Kiemer u. K. Homsere, Liebigs Ann. Chem. 678, 160
[1964].

3 A. Kremer, K. HomBerc u. D. Memeer, Z. Naturforschg.
19b, 961 [1964].



