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Micrococcus radiodurans, Cell-Free Polyphenylalanine Synthesis, y-Radiation Resistance, Magne-

sium Content

y-irradiation inactivation of isolated ribosomes of Micrococcus radiodurans was studied by ex-
amining poly U directed synthesis of polyphenylalanine. Ribosomes of M. radiodurans did not
show significant y-radiation sensitivity u? to a dose of approx. 11.6 k Gy. Cells of M. radiodurans
take up more magnesium than E. coli cells unter the same conditions. The magnesium content of
ribosomes of M. radiodurans was 18% higher than that of E. coli ribosomes. A possible relation

between Mg?*-content and y-resistance is discussed.

Einleitung

M. radiodurans wurde 1956 als gegen y-Strahlen
resistentes Bakterium von Anderson et al. aus be-
strahltem Fleisch isoliert und zeigte sich bemerkens-
wert widerstandsfahig gegen Dosen von ultraviolet-
ter Strahlung, die bei anderen Bakterien abtotend
wirken [1, 2]. Als Ursache fur die hohe Resistenz
gegen Gamma- und UV-Strahlung wurde ein sehr
wirksamer DNA-Reparaturmechanismus nachge-
wiesen, der sogar Doppelstrangbriiche zu reparieren
vermag [3—6]. Dem entspricht, da3 selbst mit dem
starken Mutagen N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosogu-
anidin nur eine geringe Haufigkeit auxotropher Mu-
tanten festgestellt wurde [7]. Weiterhin wurde ein
hochwirksamer Strahlenschutzstoff von niedrigem
Molekulargewicht aus M. radiodurans isoliert, der
auch E. coli B/t gegen letale Wirkungen von Ront-
genstrahlen schiitzt [8, 9]. Nach diesen Ergebnissen
soll es sich bei dem Strahlenschutzstoff um Verbin-
dungen mit Sulfhydrylgruppen handeln.

M. radiodurans wichst noch nach Behandlung mit
Rontgenstrahlen hoher Dosen [10]. Dies 14Bt sich
auBer durch einen hoch wirksamen Reparaturme-
chanismus [11] auch durch eine Proteinsynthese er-
kldren, die durch ionisierende Strahlen nicht ge-
hemmt wird.

In dieser Arbeit untersuchten wir die Inaktivie-
rung der Ribosomen von M. radiodurans durch
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Gammastrahlen mit Hilfe der Poly U-abhingigen
Polyphenylalaninsynthese nach einem modifizierten
Verfahren von Nirenberg und Matthaei [12, 13].

Material und Methoden

Stamme

Micrococcus radiodurans wurde freundlicherweise
von Prof. Dr. J. K. Setlow, Tenn. (USA), zur Verfu-
gung gestellt. E. coli B.

Chemikalien

Polyuridylsdure wurde von Miles GmbH (Frank-
furt/M.), L-3-Phenylalanin-[2,3-°*H] von Amersham
Buchler (Braunschweig), ATP, Phosphoenolpyruvat
und Pyruvatkinase von Boehringer (Mannheim),
GTP von Schwarz/Mann (Orangeburg) bezogen.
tRNA wurde aus E. coli B isoliert. Die iibrigen Che-
mikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von
der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.

Medien und Puffer

TGNC- und HNB-Medium wie frither beschrie-
ben [13].

HG-Komplettmedium (Submerskultur von E. co-
i B): Auf 11 dest. Wasser 6 g Yeast Extract (Oxoid),
10 g Glucose, 8,5 g K,HPO,, 11,0 g KH,PO, .

Waschpuffer: Auf 11 dest. Wasser 12,1 g Tris/
HCl, pH78, 2,14g Mg(CH;COO),-4H,0, 3,7¢g
KClL
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Ribosomenpuffer: Enthielt zusitzlich zum Wasch-
puffer 0,42 ml B-Mercaptodthanol.

Zellziichtung

M. radiodurans wurde in TGNC-Medium geziich-
tet bis zur spiten logarithmischen Phase (0,8-0,9
Nephelometriefilter 400-600 nm im Eppendorf-
Photometer). Dann wurden die Zellen abzentrifu-
giert, einmal mit Waschpuffer gewaschen und bis
zur Verarbeitung bei —20 °C aufbewahrt.

E. coli B wurde i.a. in HG-Medium geziichtet.
Die Zellen wurden geerntet wie frither beschrieben
[13].

Prdparation der Ribosomen und der S 100-Fraktion

von M. radiodurans und E. coli und die Charakte-
risierung der Ribosomen von M. radiodurans wur-
den bereits frither beschrieben [13].

Zur Erhohung des Magnesiumgehaltes wurden
die Ribosomen von E. coli B vor dem Einfrieren in
Waschpuffer mit 0,03 M Magnesiumacetat dialysiert
oder in diesem Puffer aufgeschlossen.

Bestrahlungsbedingungen

Portionen von 0,5 ml gefrorener Ribosomen in
Zentrifugengldsern wurden in einem Dewarbecher
mit festem CO, (-79 °C) bestrahlt. Die Bestrah-
lungen wurden in einem Co*-Gammatron-1 ausge-
fuhrt (Siemens, Germany, mittlere Energie
1,25 MeV). Die Dosisrate in den Zentrifugengldsern
wurde mit der Kammer E28-Z11-007 der Physika-
lisch-Technischen Werke Dr. Pychlau KG//Frei-
burg, Germany, zu 3,35 Gy/min bestimmt. Die Ex-
positionszeiten betrugen bis zu 57,6 Stunden. Hier-
aus errechnen sich Dosen bis zu 11,6 k Gy. Die Pro-
ben wurden sofort nach Beendigung der Bestrahlung
aufgearbeitet.

Messung der Aktivitdt der Ribosomen

Die Aktivitit der Ribosomen von M. radiodurans
und E. coli B wurde in einem modifizierten zellfrei-
en Proteinsynthesesystem [14] bestimmt.

Unter Standardbedingungen enthielt das Reak-
tionsgemisch, Endvolumen 0,25 ml, in pmol: 37,5
Tris/HCl pH 7,8; 18,75 KCI; 2,5 bzw. 7,5 Magne-
siumacetat; 3,5 B-Mercaptoathanol; 1,36 ATP; 0,027
GTP; 1,5 Phosphoenolpyruvat; 5 p.g Pyruvatkinase;
30 wg Poly (U), durchschnittliches Molekulargewicht
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100000; 0,25ug E. coli-tRNA; 0,05 pumol L-[2,3-
*H]-3-Phenylalanin (spezif. Aktivitdt 20 mCi/umol);
60 bzw. 80 wl (11 mg ribos. Protein/ml) der bestrahl-
ten oder unbestrahlten Ribosomen von M. radiodu-
rans bzw. E. coli B und 20 ul der S 100-Fraktion von
E. coli B. Die Proben wurden 10 min bei 37 °C inku-
biert. 0,1 ml des Reaktionsgemisches wurden auf
Filterblattchen aufgetragen und mit 10% Trichlores-
sigsdure gefdllt und wie frither beschrieben [13] wei-
terverarbeitet.

Im Vergleich der Neigung der Geraden wurden,
wie iiblich, die Ds,-Werte angegeben. Der Ds,-Wert
entspricht der Dosis, bei der 37% der bestrahlten
Objekte aktiv bleiben, Die Versuche wurden jeweils
mindestens dreimal wiederholt. Die Fehlerbreite be-
trug maximal + 14,4%.

Analytische Methoden

Protein wurde bestimmt nach der Methode von
Lowry et al. [14]. Der Magnesiumgehalt wurde mit
einem Selenreaktionsgemisch bestimmt (G. Hent-
schel, personliche Mitteilung). 0,2 g lyophilisierte
Zellextrakte oder Zellen von M. radiodurans bzw. E.
coli B wurden mit 5 mg SeO, in 5 ml H,SO, p. a. auf-
genommen und 10 min am RiickfluB erhitzt. Nach
Abkithlung wurde mit 1 ml 30prozentigem H,0, er-
hitzt. Nach dem Abkiithlen wurde die klare Losung
mit NH; neutralisiert, verdiinnt und der Magnesi-
umgehalt in einem Atomabsorptions-Spektralphoto-
meter U4QIII (Zeiss, Oberkochen, Germany) be-
stimmt.

Ergebnisse

Die Empfindlichkeit der Ribosomen von M. ra-
diodurans gegen y-Strahlen wurde durch Bestrah-
lung der 70S-Ribosomen mit einer Co®-Strahlen-
quelle und anschlieBende Bestimmung ihrer Aktivi-
tit durch die zellfreie Polyphenylalaninsynthese
untersucht. Die S 100-Fraktion von M. radiodurans
wirkte auf Ribosomen von M. radiodurans und E.
coli B hemmend und fiihrte nur zu geringen Einbau-
raten [15]. Mit der S100-Fraktion von E. coli lieB
sich jedoch mit M. radiodurans-Ribosomen eine Ein-
bauaktivitit erzielen, die einen ausreichend emp-
findlichen Test auf die Aktivitit der Ribosomen bie-
tet. Wie Tab. I zeigt, wurde die Polyphenylalanin-
synthese durch die Ribosomen, Polyuridylsidure, den
Enzymextrakt von E. coli und ATP stimuliert. Die
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Tab. I. Das System der Polyphenylalaninsynthese mit M.

radiodurans-Ribosomen. Iniubation 10 min bei 37 °C.

Komplett bedeutet jeweils M. radiodurans-Ribosomen +

S 100-Extrakt aus E. coli. Die einzelnen Komponenten (Po-

ly U etc.) wurden jeweils durch die entsprechende Menge
uffer ersetzt.

Reaktionsgemisch Aktivitit in [cpm/mg
ribos. Protein]

komplett 1050

komplett ohne Pol¥‘ U 205

komplett ohne AT 89

komplett ohne Ribosomen 57

komplett ohne S 100 80

Tab. II. Mg?*-Gehalt der Ribosomen und Ds;,-Werte nach
y-Bestrahlung von M. radiodurans und E. coli B.

Ribosomen mg Mg*>*/g  Dsin [k Gy]
Trockenge-
wicht der
Ribosomen
E. coli 13,7+0,8 7,05+0,17
E. coli 15,5+£0,6 >435
(nach Mg?*-Behandlung)
M. radiodurans 16,1+0,8 >435

Tab. III. Mg**-Gehalt des HG- und TGNC-Mediums und
von darin kultivierten Zellen. Die Zellen wurden bei 37 °C
geschiittelt bis zur spiten logarithmischen Phase und dann
abzentrifugiert. Sie wurden lyophilisiert, und der Mg**-Ge-
halt wurde durch Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.

Stamm Medium mg Mg?*/ mg Mg?*/
M%diugm . Zéslleng .
(Trocken- (Trocken-
gewicht) gewicht)

E. coli HG 82 +0,6 7,82+0,16

E. coli TGNC 1,14+0,1 7,98+0,14

M. radiodurans TGNC 1,14+0,1 10,80+ 0,26

Synthese des Polyphenylalanins erfolgte proportio-
nal zur Ribosomenkonzentration (Abb. 1). Damit ist
eine Angabe der Aktivitit des nicht inaktivierten
Teils der bestrahlten Ribosomen moglich. Optimale
Einbauraten wurden bei 10 min langer Inkubation
des Reaktionsgemisches bei 37 °C erzielt. Die Be-
strahlung der Ribosomen wurde in tiefgefrorenem
Zustand (=79 °C) vorgenommen, in dem die Strah-
lenwirkung verringert wird [15]. Als Kontrolle diente
die Polypeptidsyntheseaktivitidt unbestrahlter Ribo-
somen. Die erhaltenen Dosis-Effekt-Kurven folgten
der Ein-Treffer-Kinetik.

y-bestrahlte Ribosomen von Micrococcus radiodurans

567

1500 }»7500
£
8 . §
£ &
3 3
2 § 1000+ 74 -5000 3
% 1 co
€3 £3
5% §°
RS 2|u
g= o c3
£ £
_:‘ 500 2500 _:‘
& &
1000
L]
T T T
0 05 10 15

mg ribos. Protein
Abb. 1. Abhingigkeit der Polyphenylalaninsynthese von
der Ribosomenkonzentration bei M. radiodurans O—O
und E. coli B @—@® in mg ribosomales Protein pro Ver-
suchsansatz (0,25 ml).
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Y- STRAHLENDOSIS

Abb. 2. Die Aktivitat der Polyphenylalaninsynthese in M.
radiodurans und E. coli B in Abhéngigkeit von der Strah-
lendosis. Die Ribosomen wurden in Puffern verschiedener
Mg?*-Konzentration bestrahlt: M. radiodurans: 0,01 M
Mg?* a4 003M Mg A—A; E. coliB: 0,0l M
Mg** @—@, 0,03 M Mg>* O——O oder nach Dialyse in
0,01 M Mg** —{1.

Nach y-Bestrahlung von M. radiodurans-Riboso-
men bis zu einer Dosis von 11,6 k Gy konnte gegen-
iber der unbestrahlten Kontrolle keine signifikante
Verringerung des Phenylalanineinbaus festgestellt
werden (D5, >43,5 k Gy) (Abb. 2). Die Verringerung
der Ribosomenaktivitdt um durchschnittlich 7% bei
11,6 k Gy liegt innerhalb der Fehlerbreite. Riboso-
men von E. coli B dagegen zeigten unter den glei-
chen Bedingungen (0,01 M Mg?*) eine starke Inakti-
vierung mit einem D;,-Wert von 7,05 k Gy (Abb. 2).

Zur Priifung, ob ein Zusammenhang zwischen
dem hoheren Magnesiumgehalt der Ribosomen und
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ihrer Strahlenresistenz besteht, wurden E. coli-Zel-
len in Ribosomenpuffer mit 0,01 M Mg** aufge-
schlossen und dann 5 Stunden gegen Ribosomen-
puffer mit 0,01 M Mg?* dialysiert. Dadurch stieg der
Mg?*-Gehalt von 13,7 auf 15,5 mg Mg?*/g Riboso-
mentrockengewicht (Tab. II). Die so vorbehandelten
Ribosomen behielten nach y-Bestrahlung eine er-
heblich hohere Aktivitit gegeniiber dem unbestrahl-
ten Kontrollwert (Abb. 2). Der Ds,-Wert lag iiber
43,5k Gy. In einem weiteren Versuch wurden die
Ribosomen von E. coli in einem Puffer mit 0,03 M
Mg** suspendiert und dann bestrahlt (Abb. 2). In
diesem Puffer zeigten die Ribosomen von E. coli
ebenfalls keine signifikante Aktivititsverminderung
nach y-Bestrahlung (D3, >43,5 k Gy). Um festzustel-
len, ob die hohere Magnesiumkonzentration in den
Ribosomen vor oder nach der Bestrahlung die Resi-
stenz gegen y-Strahlen beeinflult, wurden Riboso-
men sowohl vor als auch nach der Bestrahlung mit
Magnesiumpuffer behandelt. Dabei zeigte sich, da
ein Magnesiumzusatz nach der Bestrahlung die In-
aktivierung nicht verringerte. Obwohl der Magnesi-
umgehalt im kompletten Versuchsansatz doppelt so
hoch war, blieben die Ds,-Werte gleich. Lediglich
der Gesamteinbau an Phenylalanin wurde erhoht.
Eine Untersuchung des Magnesiumgehalts der M.
radiodurans-Ribosomen ergab mit 16,1 mg Mg**/g
Ribosomentrockengewicht einen um 18% hoheren
Wert als bei E. coli-Ribosomen, die, unter gleichen
Bedingungen isoliert, nur einen Magnesiumgehalt
von 13,7 mg Mg** /g Ribosomentrockengewicht auf-
wiesen (Tab. II).

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwi-
schen hoherem Magnesiumgehalt der Ribosomen
und der Magnesiumaufnahme wurden M. radiodu-
rans und E. coli in verschiedenen Medien kultiviert.
Tab. III zeigt die Mg?**-Gehalte von lyophilisierten
Zellen der beiden Stimme. Die Werte fur E. coli
stimmen mit den Ergebnissen von Lusk et al. [16]
iberein. Zellen von E. coli nehmen in HG-Medium
und TGNC-Medium etwa gleiche Mengen an Mg?*
auf. Zellen von M. radiodurans dagegen zeigen in
TGNC-Medium eine um 38% hohere Magnesium-
aufnahme. Obwohl das HG-Medium gegeniiber
dem TGNC-Medium einen 7fachen Mg?*-Gehalt
aufweist, nimmt E. coli in TGNC-Medium die glei-
che Menge Magnesium auf. Da M. radiodurans in
HG-Medium sehr schlecht wichst, wurde eine Mg**-
Bestimmung von in HG-Medium geziichteten Zellen
nicht vorgenommen.
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Diskussion

v-Strahlen schwichen die Aktivitit der Riboso-
men von M. radiodurans bis zu einer Dosis von
11,6 k Gy nicht wesentlich, wie Versuche mit der
zellfreien Proteinsynthese ergaben. Aktive Riboso-
men aber ermoglichen die stindige Synthese der
DNA-Reparaturenzyme, auf denen die Strahlenresi-
stenz wesentlich beruht. Wird andererseits aber die
Synthese der Reparaturenzyme gehemmt, sind die
Bakterien gegen Strahlen empfindlich. Das zeigten
Beobachtungen, nach denen Zellen von M. radiodu-
rans durch Inkubation mit Chloramphenicol, einem
an den Ribosomen angreifenden Proteinsynthese-
hemmer, gegen Rontgenstrahlen sensibilisiert wer-
den konnen [6]. Es konnte festgestellt werden, daf3
Chloramphenicol die Reparatur von DNA-Doppel-
strangbriichen blockiert [18]. Die Strahlenresistenz
von M. radiodurans wird also durch strahlenresisten-
te Ribosomen mitbedingt.

Auf einen EinfluB des Magnesiumgehalts der Ri-
bosomen auf die y-Strahlenresistenz weisen Versu-
che von Z. Kuéan hin [17]. Er fand eine erheblich
geringere Empfindlichkeit der 50S- und 30 S-Ribo-
somenuntereinheiten in Puffern einer Mg**-Kon-
zentration von 1072 M als bei einer von 107* M. Wir
konnten die Abhédngigkeit der Strahlenresistenz vom
Magnesiumgehalt auch bei 70S-Ribosomen von E.
coli feststellen. Eine Erhéhung des Magnesiumge-
halts nach der Bestrahlung beeinflute die Empfind-
lichkeit der Ribosomen nicht. Da sich in Ribosomen
von M. radiodurans ein hoherer Mg**-Gehalt gegen-
iiber Ribosomen von E. coli nachweisen lie3, kann
die Strahlenresistenz der Ribosomen auf einen ho-
heren Mg**-Gehalt zuriickgefihrt werden. Der da-
durch gegebene erhohte Mg?*-Bedarf wird durch
eine erhohte Mg?*-Aufnahme gedeckt, wie Versuche
zeigten, nach denen M. radiodurans-Zellen aus dem
gleichen Medium mehr Mg?** aufnehmen als E. coli-
Zellen.

Magnesiumionen wirken offenbar auf die Riboso-
men stabilisierend, so da3 deren Funktionsfihigkeit
auch unter Strahleneinwirkung erhalten bleibt.
Durch hohere Mg?*-Konzentrationen werden lokale
Verzerrungen vermieden, die nach Strangbriichen
der RNA zum Verlust der Ribosomenaktivitit fith-
ren wiirden. Die stabilisierende Rolle von Magnesi-
um ist bei ribosomaler RNA und Homopolyribonu-
cleotiden auch bei thermischer Behandlung bekannt
[19, 20]. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, da3
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die Strahlenresistenz von M. radiodurans auch durch
Mangan zu beeinflussen ist [21].

Danksagung

Herrn Prof. Dr. F. Lingens danken wir fiir groBzii-
gige Forderung der Arbeit. Den Herren H. J. Schop-

[1] A. W. Anderson, H. C. Nordan, R. F. Cain, G. Parrish
und D. E. Duggan, Food Technology 10, 575-578
(1956).

[2] D. E. Duggan, A. W. Anderson, P. R. Elliker und R.
F. Cain, Food Research 24, 376382 (1959).

[3] J. K. Setlow und D. E. Duggan, Biochim, Biophys.
Acta 87, 664—668 (1964).

[4] M. E. Boling und J. E. Setlow, Biochim. Biophys. Acta
123, 2633 (1966).

[5] C. J. Dean, P. Feldschreiber und J. T. Lett, Nature
209, 49-52 (1966).

[6] A. D. Burrell, P. Feldschreiber und C. J. Dean, Bio-
chim. Biophys. Acta 247, 38—53 (1971).

[7] R. Siissmuth, unverdffentlicht.

[8] R. W. Serianni und A. K. Bruce, Nature 218, 485-487
(1968).

[9] A. K. Bruce, P. A. Sansone und T. J. MacVittie, Radi-
ation Research 38, 95—108 (1969).

[10] R. W. Serianni und A. K. Bruce, Radiation Research
36, 193207 (1968).

vy-bestrahlte Ribosomen von Micrococcus radiodurans

569

ka und E. Schmohl, Katharinenhospital Stuttgart,
danken wir fiir freundliche Unterstiitzung und Be-
reitstellung des ®Co-Gammatrons, Herrn Dr. Ri-
chard Schmid, Universitit Hohenheim, fiir die
Durchfithrung der Magnesiumbestimmungen und
Herrn K. Kapassakalis fiir wertvolle technische Mit-
arbeit.

[11] S. Kitayama und A. Matsuyama, Agr. Biol. Chem. 35,
644-652 (1971).

[12] M. W. Nirenberg und J. H. Matthaei, Proc. Nat. Ac.
Sci. 47, 1588-1602 (1961).

[13] A. Widmann und R. Siissmuth, Z. Naturforsch. 330,
948-954 (1978).

[14] O. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr und R. J.
Randall, J.rgiol. Chem. 193, 265-275 (1951).

[15] @. Oksmo und T. Brustad, Z. Naturforsch. 23b,
962-968 (1968).

[16] J. E. Lusk, R. J. P. Williams und E. P. Kennedy, J.
Biol. Chem. 243, 2618 — 2624 (1968).

[17] Z. Kuéan, Radiat. Research 27, 229236 (1966).

[18] S. Kitayama und A. Matsuvama, Biochem. Biophys.
Res. Comm. 33, 418 — 422 (1968).

[19] D. H. Hayes, M. Grunberg-Manago und M. F. Gu-
érin, J. Mol. Biol. 18, 477—-498 (1966).

[20] K. A. Cammack, D. S. Miller und K. M. Grinstead,
Biochem. J. 117, 745-755 (1970).

[21] P. J. Leibowitz, L. S. Schwartzber§ und A. K. Bruce,
Photochem. Photobiol. 23, 45-50 (1976).



