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Methylthio-f.p-galaktosid wird in E. coli K 12, sowie in den Mutanten ML 3 und ML 308 in vivo
zu einem geringen Teil in einen Phosphorsdureester, wahrscheinlich das 6-Phosphat (TMG-P) um-
gewandelt. TMG-P wird von E. coli K 12 aufgenommen, wirkt jedoch nicht als Induktor des Lac-
tose-Operons. Zellfreie Extrakte aus E. coli K 12 geben die gleiche Reaktion, wobei die in vitro-
Reaktion durch anorganisches Phosphat und Phosphoenolpyruvat stimuliert wird.

Nach in vivo-Induktion von E.coli K12 sowie
der Mutanten ML 3 und ML 308 mit 3H-Methylthio-
B.p-galaktosid (TMG) erhalt man bei Chromatogra-
phie der durch Ultraschallhomogenisation bereiteten
zellfreien Extrakte an DEAE-Cellulose zwei radio-
aktive Peaks! 2. Der erste Peak, der mit Puffer
(0,01 m Tris-HCl, pH 7,4) von der Saule gewaschen
wird, besteht, wie durch Papierchromatographie ge-
zeigt werden konnte, aus unveriandertem TMG.
6-Acetyl-TMG > 4 blieb unter der Nachweisgrenze.
Der zweite radioaktive Peak, der bei etwa 0,1 M
NaCl eluiert wird, enthilt Protein und, wie durch
Versuche mit Zellen nachgewiesen wurde, die in
Gegenwart von 32P-Phosphat bzw. 4C-Adenin und
14C.Uracil gewachsen waren, auch Phosphat und
Nucleinsdurebasen. Bei Diskelektrophorese an Poly-
acrylamidgel (Lange des Gels: 75 mm) liefen sich
die 3H-Aktivitat des Induktors und die 32P- bzw.
14C-Aktivitat nicht voneinander trennen. Versuche
mit einigen S-Galaktosidase-induzierbaren bzw. -kon-
stitutiven E. coli-Mutanten, sowie Versuche mit o-Ni-
trophenylfucosid (ONPF), einem kompetitiven
Hemmstoff der p-Galaktosidase-Induktion 5, dessen
Wechselwirkung mit dem Repressor des Lactose-
Operons von Rickensere und Mitarbb. ¢ durch Ver-
suche mit Mutanten nachgewiesen wurde, lieen
einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten des
zweiten radioaktiven Peaks im Chromatogramm und
dem Induktionsvorgang vermuten!. Auch bei in vitro-
Inkubation (2 Min., Raumtemperatur) zellfreier Ex-
trakte nicht induzierter E. coli K 12-Zellen wurde das
Auftreten des zweiten radioaktiven Peaks im Chro-
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matogramm beobachtet, jedoch war der Einfluf} des
Antiinduktors ONPF in diesem Fall nicht festzustel-
len.

Inzwischen haben wir die Zusammensetzung des
zweiten radioaktiven Peaks mit verbesserten elektro-
phoretischen Methoden — liangere Laufstrecke auf
Agarose- und Polyacrylamidgelplatten (12cm) —
genauer untersucht. Dabei stellten wir fest, da8 die
Maxima der $H-Aktivitit des Induktors und der 4C-
Aktivitdt von Adenin und Uracil etwas gegeneinan-
der verschoben sind und daf} die dialysierbare 3H-
Aktivitat dieser Fraktion TMG und ein phosphat-
haltiges, durch alkalische Phosphatase spaltbares
Folgeprodukt von TMG enthilt, das bei der Gel-
elektrophorese (pH 8,4) dicht hinter der Amido-
schwarz-Markierung lauft. Um R;Werte fir diese
Verbindung bestimmen zu konnen — eine direkte
Papierchromatographie war wegen des Salzgehalts
der Fraktion nicht méglich —, wurden die zu un-
tersuchenden Fraktionen gegen Tris-HCI-Puffer dia-
lysiert und iiber DEAE-Sephadex filtriert. Nach Elu-
tion des Austauschers mit Ammoniumbicarbonat-
puffer wurde das Eluat gefriergetrocknet und tiber
Natriumhydroxid und Schwefelsdure im Vakuum-
exsiccator entsalzt. Der Riickstand wurde absteigend
chromatographiert, wobei fiir das TMG-Derivat fol-
gende R;-Werte erhalten wurden: 0,28 in n-Propa-
nol/Wasser 3:1 (TMG: 0,59) und 0,08 in n-Bu-
tanol/Essigsiure/Wasser 4:1:1 (TGM: 0,40).

Waihrend in vivo die Ausbeute an Umwandlungs-
produkt bei 3-stdg. Inkubation mit H-TMG etwa
10% der Gesamtaktivitit des Extrakts, aber weniger
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als 0,1% der den Zellen angebotenen Radioaktivitit
betrdgt — das Medium enthalt zusitzlich etwa die
finffache Menge der radioaktiven, phosphathalti-
gen Verbindung —, wird bei in vitro-Inkubation
(100 ug TMG/ml Extrakt, 10 Min., 37°) ca. 1%
des angebotenen TMG umgewandelt?. Die bei 10-
min. Inkubation erhaltene Ausbeute entspricht etwa
75% der bei dieser Temperatur zu erhaltenden opti-
malen Ausbeute?. Die Reaktion wird durch Zugabe
von anorganischem Phosphat, von Phosphoenol-
pyruvat, nicht aber von ATP verstarkt (Tab. 1).
Inkubation des Reaktionsgemischs oder des isolier-
ten Peaks mit alkalischer Phosphatase fithrt zum
Verschwinden des TMG-Folgeprodukts im DEAE-
Cellulose-Chromatogramm.

Inkubationsansatz TMG-P
%
Extrakt + TMG 100
Extrakt 4+ TMG + ATP (3,3 mMol) 102
Extrakt + TMG + Pi (3,3 mMol) 110
Extrakt + TMG + Pi (9 mMol) 120
Extrakt + TMG + PEP (2 mMol) 135

Tab. 1. Inkubation von zellfreien Extrakten aus E. coli K 12

mit 3H-TMG (100 ug/ml) in Gegenwart verschiedener Zusitze

10 Min. bei 37°. AnschlieBend Chromatographie an DEAE-

Cellulose, Waschen der Sdule mit Inkubationspuffer (0,01 m

Tris-HCI, 0,001 » MgCl,, 0,001 » KCIl, pH 7,4) und Elution

mit 0,1 m NaCl im gleichen Puffer. P;j = Phosphatpuffer pH 7,
PEP = Phosphoenolpyruvat.

Auf Grund der beschriebenen Ergebnisse besteht
kein Zweifel, daBl es sich bei der TMG-Umwand-
lung um eine enzymatische Phosphorylierung und
bei dem gebildeten Produkt wahrscheinlich um TMG-
6-Phosphat (TMG-P) handelt, wie es kiirzlich von
Lave und MacDonaLp & aus Staphylococcus aureus
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isoliert und von Kunpic und Mitarbb.? als Inter-
medidrprodukt des aktiven Transports bei E. coli
postuliert wurde. — Das Auftreten unterschiedlicher
Mengen von freiem TMG in der TMG-P-Fraktion
erklart sich durch das Vorhandensein von saurer
Phosphatase, die im DEAE-Cellulose-Chromato-
gramm z. T. bereits mit dem TMG-P zusammen elu-
iert wird. Wahrend der Trennung und anschlieBend
beim Stehen im Kiihlraum (4°) erfolgt eine lang-
same Spaltung von TMG-P 7.

Um Aufschluf} iiber die Aufnahme von TMG-P
in die Zellen und seine evtl. Induktorwirkung zu er-
halten, wurden Parallelkulturen von E. coli K 12 mit
3H-TMG bzw. 3H-TMG-P inkubiert und aufgearbei-
tet (Tab. 2). An Hand der Radioaktivitit wurde
festgestellt, daf} die Aufnahme an TMG-P unter den
angegebenen Bedingungen nur etwa 40% der TMG-
Aufnahme betrug. f-Galaktosidase-Induktion war in
den mit TMG-P inkubierten Zellen nicht nachzuwei-
sen.
Diese Unwirksamkeit des TMG-P iiberrascht nicht,
wenn man beriicksichtigt, dall Modifizierung am Cg
bei Galaktosiden zum Verlust der Induktorwirkung
fiihrt. Besonders gute Beispiele dafiir sind Methyl-
thiofucosid, Methylfucosid ® und Methylgalakturon-

sdure 10,

Die Frage, ob die Bildung von TMG-P in E. coli
K12 (i*z*y*), E. coli ML 3 (i*z*y™) und E. coli
ML 308 (i"z*y*)?! auf eine Transportphosphory-
lierung zuriickzufithren ist, 1a6t sich noch nicht be-
antworten. Die Ergebnisse sprechen jedoch gegen
eine Phosphorylierung durch das y-Gen-Produkt, da
sonst eine TMG-P-Bildung bei E. coli ML 3 und in
Extrakten von nicht induzierten E. coli K 12-Zellen
nicht stattfinden diirfte und auch kein nennenswerter

Versuchs- TMG TMG p-Galak- TMG-P TMG-P p-Galak-
Nr. angeboten aufgenommen tosidase angeboten aufgenommen tosidase
[Ipm] (Ipm]  [%] [E405nm] (Ipm] (Ipm]  [%] [E405nm]

1 198 000 5450 2,75 1,300 237 000 2800 1,18 0,018

2 153 000 2330 1,52 1,350 149 000 1120 0,75 0,004

3 279 000 5000 1,80 1,060 255 000 1540 0,60 0,004

Tab. 2. Aufnahme von TMG und TMG-P in E. coli K 12. E. coli K 12-Kulturen wurden iiber Nacht in Glycerinmedium ge-

ziichtet, abzentrifugiert und in dem gleichen Volumen frischen Glycerinmediums resuspendiert. Von diesen Zellsuspensionen

wurden 2:5ml in 25-ml-Erlenmeyer-Kolben iberfithrt, mit 1 ml TMG- bzw. TMG-P-Losung (spezif. Aktivitat 0,28

mC/mMol; ca. 200 —300 ug/ml Losung) versetzt und 3 Stdn. bei 37° im Wasserbad geschiittelt. Dann wurde abzentrifugiert,

dreimal bei 0° gewaschen und mit Ultraschall homogenisiert. In Homogenat wurde die Radioaktivitit und die S-Galaktosi-
dase-Aktivitdt (in 0,1 ml Extrakt) bestimmt.
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DER , AS-EFFEKT*, EIN KURZZEITREPARATUR-EFFEKT

Unterschied in der Phosphorylierungs-Aktivitat der
Extrakte induzierter und nicht induzierter Zellen
festgestellt wurde?. In Ubereinstimmung hiermit
sind Ergebnisse von Kennepy und Scarsorouen 11,
die keine Transportphosphorylierung von Lactose
bei E.coli ML308-225 (i"z y"a*) f{feststellen
konnten.

Inwieweit eines der anderen Galaktosid- oder Ga-
laktose-Transportsysteme 12 oder ein Glucose-Trans-
portsystem '3 14 fiir die Bildung von TMG-P ver-
antwortlich ist, muf} vorlaufig offen bleiben.
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Material und Methoden

SH-TMG (spezif. Aktivitit 28 mC/mMol) wurde von
FrouL synthetisiert, SH-TMG-P wurde von Sincu durch
ein verdndertes Inkubationsverfahren biochemisch dar-
gestellt 15, Die Kultivierungen der Bakterien, Aufarbei-
tungen, chromatographischen und elektrophoretischen
Trennungen, Enzymbestimmungen und Radioaktivitéts-
messungen wurden wie frither beschrieben durchge-
fiihrt &> 2. Fiir die Papierchromatographie wurde Papier
der Fa. Schleicher & Schiill 2043 b verwendet.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft
fiir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit und Frau
I. Niepentaar fiir ausgezeichnete technische Assistenz.
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Inaktiverungsversuche mit homozygoten Hefestimmen verschiedenen Ploidiegrades
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A certain mutation in the is, gene of Saccharomyces resulting in isoleucine and valine dependence
also gives rise to an increase in resistance to ionising radiation in diploid cells under certain con-
ditions. This increase in radiation resistance is due to an increase in short-time recovery as well as
a decrease in long-term recovery (e. g. liquid-holding recovery). Possible mechanisms for this effect

are discussed.

Bei strahlenbiologischen Untersuchungen an weit-
gehend isogenen homozygoten di-, tri- und tetra-
ploiden Saccharomyces-Stimmen war festgestellt
worden, dal} bestimmte Aminosédure-bediirftige Mu-
tanten sich durch einen Resistenzgewinn gegen-
iiber Rontgenstrahlen auszeichnen. Prototrophe Re-
vertanten verlieren diesen Resistenzgewinn wieder.
Der mit bestimmten Aminosdure-Bediirftigkeiten
korrelierte Resistenz-Effekt war ,,AS-Effekt“ genannt
worden 2. Ob dieser Resistenzgewinn durch An-
sammlung von Strahlenschutzsubstanzen als Folge
bestimmter Stoffwechselblockierungen oder durch
zellulire Reparaturprozesse verursacht wird, war
zunichst unbekannt. Die im folgenden beschriebenen

* Fiir diese Veroffentlichung wurden Teile aus der Doktor-
Dissertation des zweiten Autors bei der math.-nat. Fakultat
der Freien Universitidt Berlin verwendet.

** Jetzt: Gesellschaft fiir Kernforschung, Karlsruhe.

Untersuchungsergebnisse an einem Isoleucin-Valin-
bediirftigen Stamm zeigen, dafl der ,,AS-Effekt“
durch das Wirksamwerden bestimmter Reparatur-
prozesse verursacht wird.

1. Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden mit einem diploiden
Isoleucin-Valin-bediirftigen Stamm (iv"-Stamm) und
einem bis auf die Isoleucin-Valin-Bediirftigkeit diploi-
den isogenen Wildtyp-Stamm durchgefiihrt: 211-1aM/2
(aa ississ) und 211-1a/2 (aa+ +). Die Symbole in den
Klammern kennzeichnen den Genotyp der Stimme. Die
Paarungstypallele sind durch die Symbole a und a be-
zeichnet. Die in einem haploiden Ausgangsstamm spon-
tan aufgetretene Isoleucin-Valin-Bediirftigkeit beruht

1 W. Laskowski, Z. Naturforschg. 17 b, 93 [1962].
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