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The Amino Acid Pool o/ Escherichia coli under Amino Acid 
Starvation 

Amino acid pools from strains of Eseherichia coli were 
extracted and analyzed. They were similar to each other in total 
amino acid composition : in all cases glutamate was the predomi- 
nant amino acid. However, there were differences between strains 
in the relative abundance of some of the other amino acids. 
After arginine starvation or histidino starvation, arginine and 
histidine respectively wore no longer present in detectable 
amounts in the amino acid pool. However, leucine was present 
in the pool of a leucine-starved culture, and glyeine was present 
in the pool of a glycine-starved culture. On simultaneous with- 
drawal of exogenous arginine and histidine, neither amino acid 
could be detected in the pool. The presence of the rel allele had 
no effect on the pool either of exponentially growing or of amino 
acid starved cultures. Isoleucine and valine were not detected 
in the pool of a downshifted, non-growing culture of an •C tel 
strain; tile presence of these amino acids allowed growth to 
continue. This supports the hypothesis that  the lag caused by 
the downshift is due to starvation for isoleucine and valine. 

Aminosgurepools yon Eseherichia coli-Stgmmen wurden 
extrahiert  und analysiert. Sic waren einander ghnlieh in ihrer 
Gesamtaminos/~urezusammensetzung: in allen Ffillen war 
Glu~amat die vorherrschende Aminos/~ure. Jedoch bestanden 
unter den St/~mmen Unterschiede in der relativen }tgufigkeit 
yon einigen der anderen Aminos/~uren. Nach Aushungerung in 
bezug auf Arginin odor Histidin lagen Arginin bzw. Histidin 
nicht mehr in nachweisbaren Mengen im Aminos/iurepool vor. 
Hingegen war Leucin im Pool einer nieht mit  Leucin versorgten 
Kul tur  vorhanden, und Glycin im Pool einer glyeinfrei ern/ihrten 
Kultur.  Bei gleiehzeitigem Entzug yon exogenem Arginin und 
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Hist idin konnte keine dicser beiden Aminosauren im Pool nach- 
gewiesen werden. Die Anwesenheit des rd-Allels hat~e weder 
einen Effekt auf den Pool exponentiell waehsender Xulturen 
noch auf den Pool aminos/~ureausgehungerter Kulturen.  Iso- 
leuein und Valin wurden im Pool einer nieht waehsenden, 
,,downshifted cul ture"* eines IKCrel-Stammes nicht gefunden; 
die Anwesenheit dieser Aminos/~uren gestat tete ein Weiter- 
waehsen. Das unterst / i tzt  die I typothese,  dab die dureh down- 
shift verursaehte Hemmung auf der Aushungerung beziiglich 
Isoleucin und Valin beruht.  

E i n l e i t u n g  

Es l iegt eine Reihe von UD~tersnehungen fiber den Aminosaurepool  
yon Escherichia coli vor  1-5. Man schatz te  dan Gehal t  a a  freien Amino-  
sauren in expor:entiel l  waehsendeD~ K u l t u r e n  yon  E.  ed i ,  in aminosaure-  
ausgehunger ten  K u l t u r e n  nnd  solchen, die mi t  Chloramphenicol  be- 
hande l t  wurden,  ab und  k a m  zur SchluBfolgerung, dab  ~llgemein der 
gesamte  Pool  an  Gr68e zunimmt ,  wenn die Pro te insyn these  gehemmt  
wird. Die vorliegenc[e Mit te i lung beschre ib t  e ingehende Analysen  der 
Zusammense tznng  des Aminosaurepools  versehiedener  S t amme  yon 
E.  c d i  un te r  den Bed i sgungen  des exponent ie l len Wachs tums  und  der 
Aushungerung.  Diese Ana lysen  bestat~gen die frf iheren Beobach~unger~ 
eines a l lgemeinen Anwachsens  der Poolgr68e wahrend  des Zufuhrs tops .  
I n  zwei Fal len,  naml ich  bei Argini l l  und  bei  His t id in ,  t ra t ,  wie erwartet~ 
bei  Zufuhrs~op ein Versehwinden der  be t ref fenden Aminosaure  aus dem 
Aminosaurepool  eim I n  zwei wei teren Fal len,  naml ich  bei fehlender  
Zufuhr  yon  Glycin und  Leucin, stell te man  jedoch wider  Erwar~en lest ,  
dab  die n icht  zugeffihrte Aminos~ure n icht  aus dem Pool  verschwindet .  

~ I a t e r i a l i e n  u n d  A r b e i t s w e i s e  

Die verwendeten Bakterienstfimme sind in Tab. 1 angefiihrt. Kultm'en 
von 200ml wurden bei 37 ~ in einem M9-Glueose-Medium 6 geziiehtet, 

* LTnter einem ,,downshift experiment" versteht  man einen Versueh, 
bei dem eine Kul tur  yon einem komplet teren in ein inkompletteres Medium 
gebracht wird. Wir  behalten in dieser Arbei t  den englisehen Ausdruek bei 
und bezeichnen so behandelte Kul turen als ,,downshifted cultures" (Anm. d. 
Ubers.). 

1 R.  J .  Britten und F .  ~Y. McClure, Bacteriol. Rev. 26, 292 (1962). 
2 D. B.  Cowie, Metabolic pools and the biosynthesis of protein. In :  

Amino Acid Pools (I-Ierausgeber J.  T.  Holden), S. 633--645. Amsterdam:  
Elsevier. 1962. 

J.  7'. Holden, The composition of microbial amino acid pools. In" 
Amino Acid Pools (I-Ierausgeber J.  T. HoZden), S. 73--108. Amsterdam:  
Elsevier. 1962. 

J.  Mandelstam, Biochem. J. 69, 103 (1958). 
N.  ~q. Willetts, Bioehem. J. 103, 453 (1967). 

G E.  I t .  Anderson, Proe. Natl.  Acad. Sci. U.S. 32, 120 (1946). 
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d e m  100 ~zg/ml der betr .  Aminos/ iurcn,  20 y.g/ml Th iamin  und  2 ~zg/ml Biotin,  
we cs crforderl ich war,  beigef/igt  wurden.  Das W a e h s t u m  wurde  mi t  e inem 
K l e t t - S u m m e r s o n - P h o t o m e t e r  verfolgt .  E ine  K le t t -E inhe i t  dcr opt ischen 
Dichte  entspr icht  ungef/ihr 107 Zellen pro ml der Kul tu r .  Zur  E x t r a k t i o n  
der Aminos/ iurepools  wurden  die Bakte r ien  auf  e inem Fi l te r  gesammel t  und  
bei 37 ~ mi t  zwei 50-ml-Por t ionen yon v o r g e w g r m t e m  M9-Medium, dem 
Glucose, abe t  keine Aminos/~ure beigegeben wurde,  gewaschen. Kontrol l -  
exper imente  zeigten, da~3 wiederhol tes  Waschen  mi t  vorgew/~rmtem M9- 
Medium keinen Verlus t  der Aminos/~uren aus den Bakter ien  verursaehte ,  
was fr/ ihere Beobaeh tungen  bcst~t igt  7 Die Bakte r ien  wurden  anschlieBend 
mi~ 10 ml ka l te r  5proz. Trichloressigsgure (TCA)  aus dem Fi l t e r  gewaschen. 
Diese Suspension wurde  30 Min. bei 4 ~  aufbewahr t  und  dana  zur En t -  
fe rnung der Zel l t r i immer  10 Min. mi t  5000g zentr ifugiert .  T C A  wurde  aus 
der i ibers tehenden Fli issigkeit  du tch  10 aufeinanderfolgende Atherex t rak-  
t ionen  en t fe rn t ;  die wgl3r. Phase  wurde  gefr iergetrocknet .  Der  ge t rocknete  
E x t r a k t  wurde  in e inem Ci t ra tpuffer  bei p H  2.2 suspendiert  und  in e inem 
Spinco-Automat ie  Aminos/~ureanalysator  auf seinen Aminos/ iuregehal t  
untersueht .  W a h r e n d  der J~therextrakt ionen geht  ein Teil der Aminosguren  
verloren.  I n  Kont ro l l exper imenten ,  bei denen Aminos/ iuregemische yon 
bckann te r  Zusammense tzung  ~erwendet  wurden,  konnte  m a n  feststellen, 
dab die e inzelncn Aminos~uren  mi t  einer Wirksamke i t  von ungef/~hr 60% 
wiedergefunden werden.  

FOr einige Aminos~uren werden  wegen teehnischer  Sehwierigkei ten keine 
Wer te  angegeben:  T r y p t o p h a n  wird im Aminosf iureanalysator  abgebau t ;  

Tabelle 1. V e r w e n d e t e  S t / ~ m m e  

S t a m m  Genotyp  a I-Ierkunft 

B p ro to t roph  b 
Barg ar t  b 
CP 78 thr leu ar t  his thi rel + s 
CP 79 thr Ieu arff his thi tel 8 
58--161 met hie tel+ 9 
W 6 met tel-1 lo 
P B  408 met argA gly tel+ c 

a Verwendete  genotypische  Symbole  : a r g  : Argin in ;  bio : Biot in  ; gly �9 Gly- 
t in  ; his : I-Iistidin ; leu: Leuein  ; met : Methionin;  rel : Kont ro l le  der  I~NS- 
Synthese ;  thi: Thiamin ;  thr: Threonin.  R C  str, /~C TM sind die ph/ inotypischen 
Symbole  fOr s t renge (stringent),  bzw. re laxier te  (relaxed) Kont ro l le  der 
l~NS-Synthese.  

b Von P.  Donini .  
e E in  argA rel-Derivat von  Stature S 35 (met gly rel art  +) 11, das durch  

Transduk t ion  isoliert  wurde.  

7 R.  J .  Britten, Science 124, 935 (1956). 
s N .  JFiil und J.  D. Friesen, J .  Bacteriol .  95, 729 (1968). 
9 j .  Lederberg, Genetics 32, 505 (1947). 

lo E.  Borelc, A .  R y a n  und  J .  Rockenbach, J .  Bacteriol .  69, 460 (1955). 
11 L. A~]Sldi, G. ~. Stent, M .  Hoogs und  R. Hill ,  Z. Vererbungslehre  94, 

285 (1963). 
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kleine Mengen yon Prolin und Methionin sind sehwierig zu seh/~tzen, weil 
Peaks yon nieht identifizierten Verbindungen stSren. 

Die Peaks yon Serin, Asparagin und Glutamin konnten in dem hier ver- 
wendeten Analysesystem nicht voneinander getrenn~ werden; aul3erdem 
liegen sie sehr nahe beim Threonin. Die Peaks des oxidierten und des redu- 
zierten Glutathions liegen nahe dem des Aspartats. Deshalb wurde ein 
Aliquot jeder Probe nach milder Sgurehydrolyse (3N-tIC1; 100~ 30 Mind 
analysiert. Dabei wird Glutathion abgebaut, Asparagin in Aspartat, Gluta- 
inin in Glutamat umgewandelt. Im Absehnitt Ergebnisse sind daher Aspar~at 
und Asparagin gemeinsam angegeben ; for Glutamin wird kein Wert genannt, 
weil in allen F/illen der maximal m6gliche Betrag an Glutamin (wie man aus 
der geringen Gr613e des Prs seMiel3en kann), verglichen mit 
dem Glutamat-Peak, sehr klein ist. 

E r g e b n i s s e  

Der Aminosgurepool des Stammes CP 78 bei exponentiellem Wachstum und 
bei Stop der Zufuhr einer notwendigen Aminosiiure 

Eine exponentiell wachsende Kultur  yon CP 78 (Arg- His-  Leu-  Thr-) 
wurde bei Erreichen einer Diehte yon ungef~hr 4 �9 10 s Zellen/ml filtriert 
und gewaschen, und der Pool wurde, wie in Materialien u~4 Arbeitsweise 
besehrieben, extrahiert. Gr6/]e und Zusammensetzung des Aminos/iure- 
pools dieses Extrakts  sind in Tab. 2 dargestellt. Wie man sieht, waren 
72% des gesamten Poolextrakts Glutamat und ungef/~hr 9% Aspartat.  
Obwohl es mSglieh ist, dug ein Tell des Waehstumsmediums trotz 
Filtration and  Wasehen mit  den Bakterien assoziiert blieb, stellte man 
lest, dal3 diese vier Aminosguren aueh in Poolextrakten yon Kulturen 
anderer St/~mme, die in Abwesenheit dieser Aminos//uren geziiehtet 
wurden, vorhanden waren. 

Es wurde die Auswirkung des Zufuhrstops yon entweder Arginin 
oder Leuein auf den Aminos/~urepool des Stammes CP 78 untersueht. 
Eine exponentiell waehsende Knltur  wurde filtriert, gewasehen und in 
einem neuen Medium, in dem Arginin und Leueitt fehlten, wieder 
suspendiert. Einem aliquoten Teil davon wurde Arginin zugesetzt, dem 
anderen Leuein. Naeh zwei Stunden Inkubationszeit  wurden die Kul- 
turen geerntet und die Aminos/iurepools extrahiert and analysiert. Diese 
Ergebnisse sind ebenfalls in Tab. 2 angegeben. Man erkennt daraus, dug 
im Aminos/~urepool einer Kultur,  die nieht mit  Arginin gefiittert worden 
war, kein Arginin festgestellt werden konnte, w/~hrend Leuein often- 
sichtlich noch immer in betr/Cehtliehen Mengen im Pool einer Kultnr,  
der man kein Leuein zugefiihrt hatte, vorhanden war. I~lan ka~n daraus 
sehliegen, dab wenig oder gar kein Arginin im Pool von nieht mit  Arginin 
belieferten Bakterien vorhanden ist, dab hingegen Leuein im Pool yon 
nieht mit  Leuein belieferten Bakterien bestehen bleibt. 

Tab. 2 zeigt aueh, dab der Gesamtpool einer nieht mit Arginin 
belieferten Kultur  des Stammes CP 78 um ungefghr 40~o grSger ist als 
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Tabelle 2. M e n g e n  a n  f r e i e n  A m i n o s g u r e n  in  d e n  A m i n o s / ~ u r e -  
p o o l s  y o n  K u l t u r e n  d e s  S t a m m e s  CP 78 a 

Kultur 
nieht mit  nieht mit  

exponentiell  Arginin Leuein 
waehsend belief err belief err 

Gesamtpool 
(nM/Klett  ml Bakterien) 141 198 365 

~ Alanin 0.8 0.6 0.3 
~ Arginitl 1.4 < 0.1 2.0 
~o Aspar ta t  8.8 6.7 4,7 
~o Cystein 1.5 0.3 0.1 
% Glutmnat  72 63 79 
~o G]ycin 0.9 1.2 0.5 
~o t I is t idin 1.3 1.6 1.6 
~o Isoleuein 0.8 0.2 0.4 
~o Leucin 5.0 7.9 0.8 
~o Lysin 2.1 13.3 .5.5 
% Methionin - -  - -  - -  
% Phenylalanin 0.3 0.9 0.5 
~o Prolin - -  - -  - -  
~o Serin 1.7 1.9 0.8 
~o Threonin 2.0 1.2 2.2 
~o Tyrosin 0.4 1.2 0.9 
~o Valin 0.9 0.3 0.1 

a Arginin, I-Iistidin, Leuein und Threonin liegen im Medium in Kon- 
zentrationen yon ungef/ihr 4 - - 6 . 1 0 - 4 3 / /  vor, 

der  Pool  einer exponent ie l l  waehsenden Kul tu r .  Die ~iengen der  meis ten  
Aminos/ iuren im Pool  nehmen  zu. Der auffa l lendste  Un• zeigt 
sieh in der  seehsfaehen Zunahme  der  re la t iven  K onz e n t r a t i on  des 
Lysins.  Das  Anwaehsen  des Gesamtpools  r i ih r t  hanpts/~ehlieh yon  der 
Zunahme  der  G lu t ama t -  nnd  Lys inmenge  her. Der  Pool,  der  aus einer 
n ieht  mi t  Leuein  bel iefer ten K n l t u r  ex t rah ie r t  wire[, is~ um mehr  als das 
Doppel~e gr613er als tier Pool,  der  aus einer exponent ie l l  waehsenden  
K u l t u r  ex t r ah ie r t  wird,  was wiedernm auf  der  Zunahme  der  Glu~amat-  
und  der Lys inmenge  beruht .  Aus diesen Beobaeh tungen  k a n n  m a n  den 
Sehlul] ziehen, dab  bei  Aminos / /ureaushlmgerung der  Aminosgurepool  
an  GrSl3e zun immt ,  und  dal3 der  Bet rag  der  Znnahme  yon der Amino-  
s/~ure abhgngt ,  die m a n  n ieh t  zuft ihrt .  

Vergleich des Aminosiiurepools des Stammes CP 78 mit dem andeser 
St~imme 

]Die Aminos/~urepools yon vier anderen  St/~mmen yon  E. eoli wurden  
mi t  dem des S tammes  CP 78 verglichen.  I)iese S tgmme waren  B und  sein 
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AbkSmmling Barg, Stamm 58--161 (RC str) un4 sein P~C rel Abk6mmling 
W 6. In Tab. 3 sind Bes'~immnngen der gesamten Aminosgurepools, die 
in exponentiell wachsenden Kulturen dieser fiinf St/imme vorliegen, und 
der relativen Men gen an Alanin, Aspartat, Glutamat, Leucin und Lysin 
(fiinf der in den Pools am h/~ufigsten vorkommenden Aminos/iuren), 
ausgedriiekt in Prozent des Gesamtpools, angegeben. 

Die erste SchluBfolgerung ist, dat~ die Aminos/iurepools yon vier 4er 
fiinf St/~mme sehr /ihnliehe Gr6gen haben. Eine Ansnahme bildet 4er 
Stamm Barg, der einen um das Zweieinhalbfaehe grSl~eren Pool als sein 
3/[utterstamm, B, hat. Bei allen fiinI S~/~mmen ist Glutamat die vor- 
herrsehende Aminos/~ure, obwohl bei den St/~mmen 58--161 und W 6 
der Anteil an Glutamat im Gesamtpool geringer ist als in den anderen 
drei St/~mmen; in diesen beiden Stgmme~ ist die relative Bedeutung des 
Aspartats gr61~er. Es gibt anch Unterschiede in den relativen Nengen 
der anderen Aminos/iuren. So ers'~reekt sieh die relative Konzentration 
an Alanin yon 0.6% in Stamm W 6 bis 5% in Stamm B, w/~hrend sieh die 
Leucinkonzentration zwisehen 0.3% in Stamm W 6 bis 5~ in CP 78 
bewegt. 

Tabelle 3. Gr613e der Aminos/~urepools  voi1 fiinf S t~mmen  von 
E. coli bei e x p o n e n t i e l l e m  W ~ e h s t u m  und  die Be t rgge  yon  

ffinf A m i n o s g u r e n  in diesen Pools  

CP78 a B Barg 58--161 W 6 

Total nM/Klett ml 141 175 432 157 182 
~ Alanin 0.8 5 3 2 0.6 
~ Asparat 8.8 5 8 21 20 
~ Glutamat 72 79 77 55 58 
~o Leuein 5 b 0.7 3 0.4 0.3 
~o Lysin 2 1 2 2 1 

a Siehe Tab. 2. 
b Im Medium als Zusatz vorhanden. 

Man verglieh den Effekt, der bei einer 2stdg. Aushungerung beziiglieh 
Arginin auf~ri%, auf den Pool des Stammes Barg mit dem Effekt auf den 
Pool des Stammes CP 78, der bereits besehrieben wurde. Es zeigte sieh, 
daB, wie im Pool einer nieht mit Arginin belieferten Kultur des Stammes 
CP 78, Arginin nieht mehr naehweisbar war. Wie bei Stamm CP 78 kam 
es zu einer Zunahme tier Poolgr6ge (haupts/ichlieh Ansteigen tier Gluta- 
matmenge und beaehtliehe Zunahme der Lysinmenge auf 8% des 
Gesamtpools). 

Stamm PB 408 (met argA gly) hat einen Bedarf an Aminos//uren, der 
sowohl dutch Serin als aueh dutch Glyein, die metaboliseh irttereonver- 
tibel sind, gedeekt werden kann. Dieser Stamm wurde untersueht, um 
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festzustellen, welchen Effekt die Inkubation in einem Glyein-freien 
Medium auf den Aminos/iurepool hat. Um herauszufinden, ob Serin 
vorhanden ist, wurde ein aliquoter Teil des Poolextraktes einer milden 
Sgurehydrolyse unterzogen, um Asparagin und Glutamin in Aspartat bzw. 
Glutamat tiberzufiihren (s. unter ,,Materialien und Arbeitsweise"). Dabei 
zeigte sieh, dag sowohl Serin als aueh Glyein noeh vorhanden waren, 
und zwar in Konzentrationen yon ungefghr 1.8 bzw. 2.4 nM/Klett/ml 
Bakterien, verglichen mit Konzentrationen yon 2.~ nnd 11 nM/Klett/ml, 
die im Pool einer exponentiell waehsenden, mit Glyein geftitterten 
Kontrollkultur auftraten. 3inn folgerte daraus, dab der Stop der Glyein- 
zufuhr nur einen geringen Einflug auf die im Pool vorhandenen lV[engen 
an Serin und Glyein ausiibt. 

Vergleich des Amino~iiurepools eines RCstr-Stam~nes mit dem eines RC rel- 
Stammes bei Aminosdiureaushungerung 

Es ist bekannt 12, dag RCrel-St~mme bei Aminos/inreaushungerung 
Glutamat ausseheiden, tlCstr-Bakterien hingegen nieht. Aus diesem 
Grund wurden die Aminos/~urepools des Stammes CP 79, eines RC reI- 
Abk6mmlings des Stammes CP 78, mit denen des Stammes CP 78 ver- 
gliehen, wobei man Extrakte yon sowohl exponentiell waehsenden Kul- 
turen als aueh Kul'guren, denen man entweder kein Arginin oder kein 
Leucin zugeftihrt hatte, verwendete. Unter jeder dieser physiologisehen 
Bedingungen hatten die Pools yon Stature CP 79 /ihnliehe Gr6gen und 
5~hnliehe Zusammensetzung wie die entsprechenden Pools, die man yon 
Stamm CP 78 extrahierte. Insbesondere waren die Glugamatmengen in 
den beiden St/immen sehr ghnlieh. Der einzige bemerkenswerte Unter- 
sehied war, dag die relative Menge an Lysin im Pool eines entweder 
beziiglieh Arginin oder Leuein ausgehungerten Stammes yon CP 7S (RC str) 
doppelt so grog war wie in den Pools, die man. yon St, atom CP 79 (I~C re1) 
erhielt. 

Gleichzeitiger Stop der Zufuhr zweier Aminosdiuren 

Eine Frage, die sich (lurch direkte Analyse der Aminoss 
beantworten lgBt, ist, ob eine effektive Aushungerung beziiglich mehr als 
einer Aminos/iure m6glieh sei. Es k6nnte der Fall sein, dab zu einem 
bestimmten Zeitpunkt nur eine Aminos/~ure wachstumsgehemm~ ist, 
und dab sich deshaib andere Aminos/~nren im Pool anreichern. Um 
dieses Problem zu 15sen, wurde eine exponen~iell wachsende Kulmr  des 
Stalnmes CP 79 (Arg- His-) filtriert, gewaschen nnd in einem Medium, 
das weder Histidi~l noch Arginin enthielt, suspendiert. Diese Kultur 
wnrde dana in drei aliqnote Teile geteilt; einem Teil setzt man Histidin 

12 p. Broda, J. t3acteriol. 96, 1528 (1968). 
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zu, einem weiteren Arginin und d e n  dritten keine dieser beiden Amino- 
sguren. Naeh 2 Stdn. wurden die Knlturen geerntet und die Aminosgure- 
pools extrahiert und analysiert. Wie in Tab. 4 gezeigt wird, land man, 
dab kein Arginin im Pool der nieht n i t  Arginin belieferten Kultur  und 
kein Histidin im Pool der nieht mi~ tIistidin belieferten Kultur  vor- 
handen war; beide Aminos/iuren fehlten im Pool jener Kultur, der man 
weder Arginin noeh I-Iistidin zugeftihrt hatte. Wie man ersehen kann, 
n immt in jedem tier drei F/~lle die Lysinmenge im Pool zu. Aus der 
Beobaehtung, dab in der weder n i t  Arginin noeh mit  His%idin belieferten 
Kultur  keine dieser beiden Aminoss naehgewiesen werden konnte, 
sehloB man, dab es mSglieh sei, in diesem speziellen Fall einen gleieh- 
zeitigen Stop der Zufuhr dieser beiden Aminos~uren durehzufiihren. 

Tabelle 4. A m i n o s ~ u r e p o o l s  yon  S t a m m  CP 79 bei g l e i e h z e i t i g e m  
S top  der  Z u f u h r  yon  H i s t i d i n  und  Arg in in  

Kul~ur Vorhandene Mengen (nM/Klett ml Bakterien) an 
Arginin Histidin Lysin 

Exponentiell 1.0 1.8 3.5 
--Arginin < 0.1 2.0 10.2 
--I-Iistidin 1.6 < 0.1 8.5 

Arginin, Histidin < 0.1 < 0.1 9.0 

Der A~,inosiiurepool einer downshifted culture eines RCrel-Stammes 

Verfolgt man die Waehstumsabnahme beim ~bergang yon einem 
n i t  Casaminos~uren angereieherten Medium in ein ~{ediurn, das nut jene 
Aminos~uren enth/ilt, beziiglieh derer ein Bakterinm anxotroph ist, 
beobachte~ man einen sofortigen S'bills%and des Waehstums, und insbe- 
sondere der Pro~einsynthese 11. Es wurde angenommen, dag dieser Still- 
stand der Proteinsynthese auf der I~epression einiger fiir die Biosynthese 
yon Aminosguren notwendiger Enzyme dureh exogene Aminos/~uren, 
die in dem n i t  Casaminosguren versorgten Medium vorhanden sine[, 
beruht. Daher sind die Bak~erien zum Zeitpunkt ihres shiftdown physio- 
logisch a~xotroph. Das Waehstum der Bakeerien im Minimalmedium 
setzt erst dann wieder ein, wean diese Enzyme naeh der Derepression in 
der Zeit naeh d e n  downshift gebildet wurden. Wir fiihrten ein Experi- 
ment dureh, um den Effekt auf den Aminos~urepool des Stammes W 6 
(Meg- l%Crel), hervorgerufen dureh einen solehen shiftdown in ein Medium, 
das als eillzige Aminos/iure Methionin enthielt, zu messen. 2 Stdn. naeh 
dem shiftdown, als in der Kultur  alas Waehstum noeh nieht eingesetzt 
hatte, wnrde sic geerntet, und der Pool wurde extrahiert und analysiert. 
~ a n  stellte lest, dal~ der Pool um ungefs 70% gr61~er war als der Pool 
einer exponentiell waehsendea Kultur  dieses Stammes. Insbesondere 
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nahm Lysin um das Siebenfaehe zu, und Glutamat  verdoppelte sioh; 
diese Znnahmen waren jenen, die man bei beziiglieh Arginin oder Leuein 
ausgehungerten Bakterien beobaehtet hatte, vollkommen analog. 
Wghrend die meisten anderen Aminosguren im Pool, den man aus der 
downshifted culture extrahiert hatte, zumindes'~ ebenso hgufig auf- 
t ra ten wie im Pool einer exponentiell waehsenden Kultur, konnte man 
weder Valin noeh Isoleuein naehweisen. Auf Grund dieser Beobaehtung 
seheint es, als hungerten die Bakterien bei downshift-Bedingungen 
effektiv naeh diesen beiden Aminosguren. 

Man stellte lest 11, dal3 Stgmme mit dem Phgnotyp RC re1 wesentlieh 
lgnger bis zum Einsetzen des ~u naeh einem downshift brauchen 
als Stgmme mit dem Phgnotyp RCstr; tatsgehlieh sind einige Zellen 
einer downshifted culture des Stammes W 6 (RCrel), eines Stammes, der 
sehon in den Iriiheren Experimenten verwendet wurde, nieht imstande, 
wieder zu waehsen, wenn man sie naeh einem shiftdown auf ein Minimal- 
medium iiberimpft. Der Zusatz yon Leuein zu solehen Kulturen bewirkte 
eine weitere hundertfaehe Abnahme der kolonienbildenden Zellen; 
jedoeh erzeugten alle Zellen in der Population neue Kolonien, wenn man 
den Plat ten Isoleuein, Valin sowie Leuein zusetzte la Das s t immt mit der 
Beobaehtung iiberein, dab Isoleuein und Valin im Pool einer downshifted 
culture des Stammes W 6 nieht vorliegen, wie sehon weiter oben erw/ihnt 
wurde, und bestgrkt die Vermutung, daI~ die Ursaehe fiir die Unfghigkeit 
dieses Stammes, naeh einem shiftdown wieder zu waehsen, in seiner Aus- 
hungerung beziiglieh Isoleuein und Valin liegt. Diese Sehlul3folgerung 
wurde weiters dutch die Ergebnisse eines Waehstumsexperimentes unter- 
mauert.  Eine exponentiell waehsende Kultur  des Stammes W 6, die mart 
mit  Casaminosguren belieferte, wurde filtriert, gewasehen und in einem 
Methioninhgltigen 3{edium wieder suspendiert. Diese Kul tur  teilte man 
in drei aliquote Teile und setzte dem ersten die Casaminosguremisehnng 
zu, der zweite erhielg keine Zusgtze, wghrend man dem dritten Isoleuein 
und Valin beigab. Wie auf Abb. 1 a ersiehtlieh, wuehs jene Kontroll- 
kultur, die nnr Methionin enthielt, nieht, was friihere Beobaehtungen 
bestgtigtel~; hingegen setzte bei den Kulturen, denen man Casamino- 
sguren oder gleiehzeitig Isoleuein und Valin zugefiihrt hatte, beinahe 
sofort naeh dem Suspendieren das Wachstum ein. In  anderen Experi- 
menten stellte man lest, dab sowohl Isoleuein als aueh Valin essentiell 
fiir das baldige Wiedereinsetzen des D*aehstums nach einem downshift 
sind, und dab Leuein keine der beiden ersetzen konnte. 

Bei einem parallelen Experiment mit  dem Stamm 58--161 (RCstr), 
der eine Hemmung yon ungefghr 2 Stdn. naeh einem shiftdown erlitt, 
zeigte sieh, wie man aus Abb. 1 b ersehen kann, dab der Zusatz yon Iso- 

13 L.  A1]Sldi und E. Kerekes,  Biochim. Biophys. Acta 91, 155 (1964). 
Monatshefte fiir Chemic, :Bd. 102/3 53 
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leuein und Valin ein beinahe augenbliekliehes Wiedereinsetzen des 
Waehstnms naeh einem shiftdown bewirkte. So zeigen der RCstr-Stamm 
58--161 nnd der RCrel-Stamm W 6 in Gegenwart yon Isolenein ~nd Valin 
naeh einem shiftdown ein /ih1~liehes Waehstumsverhalten. Man nimm.t 
an, dal~ die 1/i~gere I-Iemmung, die fiir den RCrel-Stamm bei Abwesenheit 
yon Isoleuein und Valin eharakteristiseh ist, eine Folge des Auftretens 
des l~Crel-ph/inotyps ist. 

// I00 
30 

�9 +g'js3/z/hss$2/j-e~hc/m/z E .~ 

* +fso/euc/h, VJ/h 

, o/Tze Y~y~r J6 

o 

s/me DJEJbe/z 

I I i , i I i I I I 

5-0 700 fSO ~00 250 50 q00 150 zOO Z50 

g f /27 u/e n ~, /J/h ~ "h /7 

Abb. 1 a Abb. 1 b 

Abb. J. Wirkung des Zusatzes einer Casaminos/iuremisehung oder yon Iso- 
leuein und Valin auf das Waehstum des Stammes W 6 (I~C tel) (Abb. 1 a) bzw. 
des Stammes 58--161 (NC str) (Abb. lb), der naeh einem shiftdown yon 
einem mit Casaminosgure besehiektem Medium in ein Minimalmedium, das 

als Zusatz Methionin enth&It, auftritt 

Diskussion 

Wahrscheinlieh wird c~as Wachstum des Aminos/~urepools eines 
Bakteriums in einem station/~ren Zustand gehMten, nnd zwar bei solchen 
Konzentrationen, dab d.ie Eintritts- nnd Austrittsgeschwindigkei~en cler 
Aminos/inren in den nnd aus dem Pool gleieh grol3 sind. Die ersten hier 
besehriebenen Experimente zeigen, d.al~ die relativen 3/[engen versehie- 
dener im Pool vorliegender Aminosauren zwisehen weiten Grenzen 
sehwanken. In  allen untersuehten St/~mmen ist Gh tama t  die vor- 
herrsehende Aminosaure, und Asloartat (inclusive Asparagin) ist die 
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n/ichst h//ufigste. MSglicherweise steht das Vorherrschen yon Glutamat  
und Asloartat in Beziehung zu ihrer Funktion als NH~-Donatoren in 
einer Reihe yon Biosynthesewegen. Die hier angegebenen Werte unter- 
scheiden sieh yon friiher verSffentlichten 2, 4 Werten fiir verschiedene 
St//mme yon E.  coli und fiir Baci l lus  subtil is 14 darin, dab Alanin und 
Glyein relativ weniger h/iufig sind, und dag Glutamat  und Aspartat  
hs sind. 

Es liegen ungef//hr 4 �9 105 tRNS-5~olekfile pro Zelle yon E.  coli 15 vor, 
und, da die Mengen an tRNS, die jeder Aminos/~ureart zugeordnet ist, 
vergleiehbar sind 16, gibt es ungef~hr 2 �9 104 tRNS-Molekiile pro Amino- 
s/iuretyp pro Zelle. Eine Berechnung aus den hier angegebenen Daten, 
unter der Annahme, dag das Zellvolumen 1 ~ betr//gt, zeigt, 4ag die 
Zah] der An~inos/iuremolekiile im Pool einer Zelle zwisehen ungef//hr 107 
(flit Glutamat) und ungef/~hr 4 .104  (ffir Phenylalanin) liegt; ffir die 
meisten Aminos/~uren ist die Anzahl yon der Gr6genordnung 2 .105  
2Kolekfile pro Zelle. So ist fiir die meisten Aminos/~uren die Anzahl der 
Aminos/~uremo]ekiile um das Zehnfaehe grS/3er als die Anzahl tier 
tRNS-Molekiile. 

Ein Vergleieh der intraeellul0;ren Aminos/~urekonzentrationen im 
Pool einer exponentiell waehsenden Kultur  des Stammes CP 78 mit  den 
verSffentliehten Km-Werten der entsprechenden, aminos/~ureaktivieren- 
den Enzyme 17, ~s lieg keine Korrelation zwisehen diesen beiden geihen 
yon Werten erkennen. Die Km-Werte  erstreeken sieh fiber zwei Zehner- 
potenzen, yon 5 �9 10 -4 ~ ffir Valin bis 5 �9 10 -6 M flit Isoleuein. I m  Fall 
des Valins sind zum Beispiel Poolkonzentration (2 �9 10 -4 ~) nnd Km-Wert  
yon der gleiehen GrSgenordnung. I m  Gegensatz dazu ist die Konzentra- 
tion an Isoleuein im Pool ungef//hr hundertmal so grog wie der Km-Wert  
seines aktivierenden Enzyms. 

Bei Aushungernng beztiglieh versehiedener Aminos/~uren nehmen die 
Mengen der meisten Aminosguren im Pool zu. In  allen Fgllen eines sol- 
then Zufuhrstops steigt die Lysinmenge im Pool betr//chtlieh an, abet  
der bei weitem entscheidendste Faktor,  der die Gesamtgr6ge des Pools 
bestimmt, ist alas Ausmag der Glutamatzunahme. 

Leuein war im Pool einer nicht mit  Leuein belieferten Kul tur  des 
Stammes CP 78 in ungef/~hr der halbert Konzentra~ion vorhanden, in 

~4 R.  W.  Bernlohr, J. Bacteriol. 93, 1031 (1967). 
15 j .  D. Watson, Molecular biology of the gene. New York-Amsterdam: 

Benjamin. 1965. 
16 C. D. Yegian, G. S.  Stent und E. M .  Mart in ,  Proe. Natl. Aead. Sei. U.S. 

55, 839 (1966). 
1~ F.  H.  Bergmann, P.  Berg und M .  Dieetcmann, J. Biol. Chem. 236, 1735 

(1961). 
is D. t?. Davies und G. L.  Cantoni (Herausgeber), Procedures in nucleic 

acids research. New York-London: Harper a~d Row. 1966. 
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der es im Pool eines exponentiell waehsenden Stammes vorliegt. Dieses 
Ergebnis stimmt mit der Beobaehtung 1G iiberein, dag Leueyl-tRNS bis 
zu 20% beladen zuriickbleibt, wenn einem Leuein-Auxotroph kein Leuein 
zugefiihrt wird. Ebenso stellte man fest, daft sowohl Glyein als aueh 
Serin im Pool, den man aus einer nieht mit Glyein belieferten Kultur des 
Stammes PB 408 isolierte, vorlagen. Nennenswerte Mengen an Glyein 
sind an die tI~NS gebunden, die man aus einer solchen Kultur isolierte 
(P. Broda, nnver6ffenfliehte Beobaehtung). Diese Beobaehtungen legen 
den Sehluft nahe, daft der Meehanismus, der das AufhSren der Protein- 
synthese bewirkt, dureh ein Ereignis a~sgel6st wird, das dem vSlligen 
Versehwinden yon Leuein, Glyein oder Serin aus dem Pool vorangeht. 

Das Experiment, dessen Ergebnisse in Tab. 4 zusammengestellt sind, 
zeigt, daft es m6glieh ist, zwei essentielle Aminos/iuren, nnd zwar Arginin 
und Histidin, gleiehzeitig aus dem Pool zu entfernen. W/ihrend der Atls- 
hungerung ist die einzige Quelle fiir diese Aminos/iuren der Abbau yon 
Proteinen, der im Falle des E. cell mit einer Gesehwindigkeit yon unge- 
f/ihr 5% des Gesamtproteins pro Stunde verl/iuft a. Es scheint daher, daft 
bei Zufuhrstop alles Arginin oder Histidin, alas in den Pool eintritt, sofort 
an die entspreehende tRNS-Speeies gebunden wird. Um jedoeh genau 
festzustellen, wie die Bildung tier Peptidkette bei Aushungerung beziig- 
lieh zweier Aminos/iuren eingeschr/inkt wird, w/ire es notwendig, das 
Ausmaft der Beladung der tRNS-Speeies mit Arginin nnd tIistidin in 
einer Kultur festzustellen, der diese beiden Aminos/iuren nieht zugeftihrt 
werden. 

In dem downshift-Experiment nahmen wie in anderen F/illen yon 
Aminos/iureaushungerung die Mengen der meisten Aminos/iuren im Pool 
zu. Daher seheint die Ursaehe fiir den Wachstumsstop bei einem shift- 
down-Versuch nieht in einem generellen Versehwinden des Aminos/iure- 
pools zu liegen. Jedoch waren Isoleuein und Valin im Pool yon Stamm 
W 6 (RC tel) nieht naehweisbar. Der Zusatz dieser Aminos/iuren zu 
downshifted cultures des Stammes W 6 (RC re1) nnd des Stammes 58--161 
(RC str) erlaubte ein Fortdauern des Waehstums. 

Diese Beobaehtungen legen den Sehluft nahe, daft der unmittelbare 
Anlaft far alas AufhSren des Wachstums dieser St/imme naeh einem 
downshift die Aushungerung beziiglieh Isoleuein un4 Valin ist. Man 
sehloft aueh, daft die Empfindlichkeit yon Stamm W 6 auf ein downshift- 
Experiment eine Folge des Auftretens des l~Crel-ph/inotyps ist. Eine 
mSgliehe Erlfl/irung fiir diese Empfindlichkeit ist, daft die Synthese der 
biosynthetisehen Enzyme fiir Isoleuein und Valia in der Waehstums- 
periode vet  dem downshift vollkommen unterdriickt wird, und daft die 
nnkontrollierte Synthese yon RNS in dem RCre1-Stamm W 6 in der Zeit 
naeh einem downshift die Derepression dieser Enzyme verhindert. Eine 
andere m6gliehe Erld/irung w/ire, daft naeh einem downshift des I{C tel- 
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Stammes die intrazellul/~ren Konzentrationen yon Isoleucin und Valin 
gering sind, weil diese Aminosguren ins Medium abgegeben werden 12. 
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