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The viability of three isogenic relA +/relA  strain pairs of Escherichia coli (CP78/CP79; N F161/ 
NF162; CP 107/CP 143) was studied during prolonged starvation for amino acids, glucose or 
phosphate. After amino acid limitation we found a prolonged viability of all relA + strains which 
synthesized ppGpp. We suggest that some ppGpp-mediated pleiotropic effects of the stringent 
response (e.g. glykogen accumulation, enhanced protein turnover) might be involved in this 
prolongation o f survival.

After glucose or phosphate starvation there was no difference in the relA +/relA  strains either in 
the ppGpp content or in the survival.

Einleitung

Mikroorganismen verfügen über verschiedene 
Möglichkeiten, Bedingungen dauernder oder auch 
nur vorübergehender Nährstofflimitationen zu über­
leben. Bei den Bakterien ist insbesondere die durch 
das Guanosintetraphosphat (ppGpp) vermittelte 
„stringent control“ zu nennen. Dabei wird ppGpp in 
Beantwortung ganz unterschiedlicher Streßsituatio­
nen akkumuliert. Bei dieser „stringent control“ han­
delt es sich um eine außerordentlich komplexe Be­
einflussung verschiedener Bereiche des Stoffwech­
sels, um ein Überdauern der ungünstigen Milieu­
bedingungen zu ermöglichen [1].

In den natürlichen Ökosystemen finden wir eine 
Vielzahl von ungünstigen Umwelteinflüssen, die 
nicht nur das Wachstum der Bakterien in Grenzen 
halten, sondern gleichzeitig verschiedene Adapta­
tionsstrategien wie die „stringent control“ im Verlau­
fe der Evolution „herausgefordert“ haben (siehe
[2]). Gegenwärtig wird diese „stringent control“ vor­
dergründig aus molekularbiologischer Sicht bearbei­
tet [1],

Bei aller Notwendigkeit der Konzentration auf die 
molekulare Ebene darf die gesamtphysiologische 
Einordnung der „stringent control“ in das Ensemble 
phänotypischer Adaptationsmechanismen nicht ver­
nachlässigt werden. Untersuchungen aus ökophysio­
logischer Sicht haben einen wichtigen Beitrag zum
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Verständnis der durch das ppGpp ausgelösten Adap­
tationen zu leisten.

Wir haben uns mit der Bedeutung der „stringent 
control“ für das Überleben ungünstiger Milieubedin­
gungen bei Escherichia coli beschäftigt. Dabei zeigte 
sich für die isogenen Stämme CP78 (relA+) und 
CP 79 (relA), daß die relA-Mutante extremen Hun­
gerbedingungen weit weniger standhalten kann als 
der entsprechende Wildtyp [3]. In der vorliegenden 
Arbeit wird diese Korrelation zwischen der relA-Mu­
tation und dem Überlebensverhalten unter Einbezie­
hung weiterer relA+/relA-Paare von E. coli umfas­
sender analysiert.

Ergebnisse

Unterzieht man verschiedene isogene relA+/relA- 
Paare von E. coli einer lOstündigen Limitation es­
sentieller Aminosäuren und setzt sie anschließend in 
Phosphatpuffer um, so überlebt der zur (p)ppGpp- 
Bildung befähigte Stamm bedeutend länger als sein 
„relaxed“ kontrollierter Partner (Abb. 1 A —C).

Aus experimentellen Gründen wurde „lebensfä­
hig“ mit „vermehrungsfähig“, d.h. koloniebildend 
auf geeigneten festen Kulturmedien gleichgesetzt, 
wobei die Zusammensetzung des Mediums ohne 
Einfluß war. Die Verwendung von komplexem oder 
von Minimalmedium führte zu vergleichbaren Wer­
ten. Ebenso blieb die Anzahl der Kolonien bei 
Einsatz unterschiedlicher Glukosekonzentrationen 
unverändert (siehe [4]).
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Abb. 1. Überlebensraten von Escheri- 
chia-coli-relA + - und reM-Stämmen 
nach Aminosäurelimitation in Phos­
phatpuffer (A —C). lOOprozentige 
Überlebensrate entspricht den kolo­
niebildenden Einheiten 10 h nach 
Eintritt in die stationäre Phase.

t [d ]

Die Bakterienkultur wurde durch Limitation einer 
Aminosäure, für die das Stammpaar auxotroph ist -  
meist war es Arginin — bei gleichzeitigem Glukose­
überschuß in die stationäre Wachstumsphase ge­
bracht. Dabei akkumulierten alle drei reM+-Stämme 
ppGpp, wenn auch mit unterschiedlicher Rate, wäh­
rend in den relA-Stämmen keine erhöhte ppGpp- 
Synthese festzustellen war. Ein repräsentatives Bei­
spiel zeigt die Abb. 2. Unter diesen Bedingungen 
sind die zur ppGpp-Synthese befähigten Stämme 
CP78, CP 107 und NF 161 in der Lage, die vorrätige 
Glukose aufzunehmen und in Glykogen einzubauen
[5]. Elektronenoptische Analysen zeigten eindeutig,

Abb. 2. Verlauf der ppGpp-Bildung in einem E .-coli-relA +- 
und reM-Stamm nach Aminosäurelimitation. 0 =  Basis­
wert in der log-Phase. i  =  Zeitpunkt des Übergangs in die 
stationäre Phase; dann erfolgte die weitere Probeentnahme 
bis 24 h nach Argininlimitation.

daß der jeweilige „stringent“ kontrollierte Stamm 
Glykogen in großen Mengen gespeichert hat und daß 
bei den reM-Mutanten nur sehr vereinzelte Glyko­
gengranula nachzuweisen waren (Abb. 3). Während 
des Aufenthaltes in Phosphatpuffer wurden diese 
Glykogenpartikel z.T. sehr schnell abgebaut und die 
dabei frei werdende Glukose unter den extremen 
Hungerbedingungen als C- bzw. Energiequelle 
genutzt (Abb. 3).

Auffallend ist, daß der reM+-Stamm NF 161 ganz 
besonders lange überlebt (Abb. 1), was mit dem 
späteren bzw. insgesamt verzögerten Abbau der Gly­
kogenvorräte gut korreliert. Diese Befunde erlauben 
die Schlußfolgerung, daß der Besitz einer intrazellu­
lären C- bzw. Energiequelle für das Überleben im 
Phosphatpuffer von entscheidender Bedeutung ist. 
Exakte Bestimmungen des „energy charge“ hätten 
hier detailliertere Aussagen ermöglichen können.

Die elektronenmikroskopischen Abbildungen las­
sen weiterhin erkennen, daß ein schnelleres Abster­
ben der relA-Stämme mit sehr früh einsetzenden 
Plasmolyseerscheinungen und Veränderungen der 
Zellbegrenzung gekoppelt ist. Schließlich zeigt auch 
das Zellkernäquivalent bemerkenswerte Verände­
rungen: Bei den hungernden relA-Stämmen füllt das 
Zellkernäquivalent mehr und mehr das gesamte 
Zellvolumen aus, während es in den reL4+-Partnern 
noch in kompakter Form vorliegt (Abb. 3).

In weiteren Experimenten wurde die Vermeh­
rungsfähigkeit von Zellen der Stämme CP 107 
(relA+) und CP 143 (relA) unmittelbar nach Eintre­
ten einer Arginin-Limitation untersucht: Die Zellen 
verblieben in der stationären Phase im Kultur­
medium, d.h. sie wurden nicht in Phosphatpuffer 
umgesetzt. Wie aus der Abb. 2 zu entnehmen ist,
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Abb. 3. Ultradünnschnitte durch E .-coli-relA +-Zellen (CP78: A . B . C, D) und E. -coli-relA -Zellen (CP79: E, F, G. H). 
A , E — 10 h nach Aminosäurelimitation (vgl. Experimentellen Teil). Nach Zentrifugation und Waschen der Zellen  
wurden diese in Phosphatpuffer überführt und unter Schütteln weiter inkubiert. B , F — 24 h; C, G — 48 h und D , H — 
240 h in Phosphatpuffer. Vergrößerung: 30000X.

zeigte in dieser Zeit nur der reM+-Stamm (hier 
CP78) eine verstärkte ppGpp-Akkumulation. Be­
reits wenige Stunden nach Einsetzen des Aminosäu­
remangels nahm die Vermehrungsfähigkeit im relA- 
Stamm signifikant ab, die des isogenen „stringent“ 
kontrollierten Partners blieb dagegen über den Ver­
suchszeitraum unbeeinträchtigt (Abb. 4).

Dieses Verhalten ist bei den in Abb. 1 dargestell­
ten Ergebnissen zu berücksichtigen, bei denen die 
Anzahl vermehrungsfähiger Zellen nach lOstündiger 
Aminosäurelimitation in beiden Stämmen gleich 
100% gesetzt wurde, obwohl zu dieser Zeit im relA-

Stamm bedeutend weniger vermehrungsfähige Zel­
len, bezogen auf die Gesamtzellzahl, vorhanden wa­
ren (Abb. 4).

Schließlich wurde das Paar E. coli CP 107 und 
CP 143 nach lOstündigem Aufenthalt in einer durch 
Phosphatmangel (Abb. 5 A) bzw. durch Glukosever­
brauch (Abb. 5B) ausgelösten stationären Phase in 
ein entsprechendes Hungermedium (Phosphatpuffer 
bzw. im Falle des bereits induzierten Phosphathun­
gers physiologische Kochsalzlösung) übertragen. 
Nach Phosphatlimitation, die keine ppGpp-Bildung 
auslöst, verloren beide Stämme sehr schnell ihre
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Vermehrungsfähigkeit [6, 7]. Nach Glukosehunger, 
der eine ppGpp-Akkumulation auch im relA-Stamm 
erlaubt [1], wurde die Überlebensfähigkeit über 
einen relativ langen Zeitraum aufrechterhalten. Erst 
nach 22 Tagen traten in beiden Stämmen überwie­
gend teilungsfähige Zellen mit einer insgesamt ver­
gleichbaren Kinetik auf (Abb. 5B).

Diskussion

Die hier vorgelegten Ergebnisse unterstreichen die 
Bedeutung der „stringent control“ für die Erhaltung 
der Lebensfähigkeit von E. coli unter drastischen 
Hungerbedingungen [3]. Die Befunde lassen die 
Schlußfolgerung zu, daß in dem in der stationären

Phase gebildeten ppGpp und der damit ausgelösten 
„stringent response“ die entscheidenden Faktoren zu 
sehen sind, die eine Lebensfähigkeit im Phosphat­
puffer (als Modellfall für einen absoluten Mangel an 
C-, Energie- und N-Quellen) über einen längeren 
Zeitraum sichern.

Eine der für das Überleben wichtigsten Kompo­
nente der „stringent control“ dürfte in diesem Zu­
sammenhang die Akkumulation von Glykogen sein, 
das verstärkt im re/v4+-Stamm aus der im Überschuß 
vorliegenden Glukose gebildet wird. Hinreichend 
bekannt ist, daß ppGpp unter vergleichbaren physio­
logischen Bedingungen die Glykogensynthese einlei­
tet [8]. Auch von anderen Autoren wurde gezeigt.
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Abb. 5. Überlebensraten eines 
Escherichia-coli-relA+- und eines 
reL4-Stammes in physiologischer 
Kochsalzlösung nach Phosphat­
limitation (A ) und in Phosphatpuf­
fer nach Glukoselimitation (B ). 
lOOprozentige Überlebensrate ent­
spricht den koloniebildenden Ein­
heiten 10 h nach Eintritt in die sta­
tionäre Phase.
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daß glykogenhaltige E.-coli-Ze\\en einem drasti­
schen C- und Energiemangel über einen längeren 
Zeitraum standhalten können als glykogenfreie Zel­
len [9]. Diese Korrelation konnte von uns mehrfach 
erhärtet werden. Alle drei geprüften isogenen relA+/ 
relA-Paare von E. coli zeigten immer dann eine hö­
here Überlebensrate, wenn sie vor dem Umsetzen in 
das Hungermedium große Mengen Glykogen spei­
chern konnten. Das traf nach Aminosäurelimitation 
nur für die jeweiligen relA+-Stämme zu.

Auffällig sind die Unterschiede in der Absterbe- 
rate der drei reM+-Stämme CP78, CP 107 und 
NF 161. Es müßte in diesem Zusammenhang über­
prüft werden, ob der erhöhte ppGpp-Spiegel in der 
spoT-Mutante NF 161 mit dem auffallend längeren 
Überleben in Phosphatpuffer zusammenhängt.

In hungernden Zellen von E.-coli-relA-Stämmen 
wurde immer wieder ein Ausbreiten des Zellkern­
äquivalents über die ganze Zelle beobachtet. Selbst 
wenn hier Artefakte nicht ausgeschlossen werden 
können, die mit der Fixierung und Vorbereitung der 
Zellsuspensionen für die Elektronenmikroskopie Z u ­

sammenhängen, vermuten wir dennoch, daß es sich 
eher um einen durch den Hunger ausgelösten Zu­
sammenbruch der negativen Superhelixdichte der 
DNA handelt. Bekanntlich benötigt auch das Zell­
kernäquivalent zur Aufrechterhaltung seiner kom­
plexen räumlichen Struktur die ständige Zufuhr von 
ATP. Eine Abnahme der Superhelixdichte in hun­
gernden E.-coli-Zellen wurde an Plasmid-DNA ex­
perimentell bestätigt [10]. Damit wäre bei einer Un- 
terschreitung des „energy charge“ unter einen kriti­
schen Grenzwert nicht nur die für das Überleben 
wichtige Energetisierung der cytoplasmatischen 
Membran (proton-motive-force) gefährdet, sondern 
in gleicher Weise auch die „Energetisierung der 
D N A “, die für die Initiation der Transkription einer 
Vielzahl von Genen absolut notwendig ist (siehe 
[11]).

Daß der Besitz von Glykogen nicht der alleinige 
Faktor sein kann, der im reM+-Stamm das Überle­
ben von Hungersituationen sichert, zeigen u.a. die 
Untersuchungen zur Glukoselimitation. Obgleich 
unter diesen Bedingungen kein Glykogen gespei­
chert wird, überleben beide Stämme ein nachfolgen­
des Umsetzen in Phosphatpuffer für mehrere Tage. 
Dieses Verhalten fällt mit der Fähigkeit der relA- 
Mutante zusammen, einen Glukosehunger wie der 
relA+-Stamm mit der Akkumulation von ppGpp be­

antworten zu können [1]. Nach Phosphatlimitation 
bildet nicht einmal der Wildtyp ppGpp [6]. Auch 
hier wird aber die Beziehung zum Überleben deut­
lich: Der niedrige ppGpp-Spiegel korreliert mit einer 
sehr schnellen Abnahme der Vermehrungsfähigkeit. 
Man sollte daher weitere, durch die „stringent con­
trol“ induzierte Reaktionen suchen, die das Über­
dauern drastischer Hungersituationen ermöglichen. 
Zunächst ist an einen erhöhten „turnover“ von Pro­
teinen zu denken, der u.a. durch die ppGpp-abhän- 
gige Synthese der Lon-Protease ausgelöst wird [12]. 
Dieser verstärkte Proteinabbau kann zusätzliche N-, 
C- und Energiequellen bereitstellen, die dann der 
hungernden Zelle im Phosphatpuffer zur Verfügung 
stehen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, daß auch 
E.-coli-Zellen unter ganz verschiedenen Hungerbe­
dingungen Streßproteine bilden, die für die Erhaltung 
der Integrität nichtwachsender Zellen ganz allgemein 
von Bedeutung sein können. So gibt es Befunde, wo­
nach ppGpp die Expression von Hitzeschockgenen 
auslöst [14], die allerdings nicht unwidersprochen 
geblieben sind [12, 13].

E. coli synthetisiert in Beantwortung von N-, C- 
oder P-Hunger verstärkt eine Reihe verschiedener 
Proteine, die nicht mit Hitzeschockproteinen iden­
tisch zu sein brauchen [15]. Wir sind daher der Frage 
nachgegangen, ob ppGpp eine gesteigerte Akkumu­
lation von Streßproteinen auslöst, die einen wichti­
gen Faktor für das Überleben darstellen könnten. 
Mit Hilfe zweidimensionaler O’Farrel-Gele, die 
einen Einblick in das Proteinsyntheseprogramm von 
E. coli nach Aminosäurelimitation vermitteln, ließen 
sich bisher keine eindeutigen Aussagen treffen (nicht 
gezeigt). Es fiel jedoch auf, daß durch Isoleucin­
hunger, der mit Hilfe einer Valinzugabe verursacht 
wurde, die aus der Literatur bekannten Hitzeschock- 
proteine nicht oder nur unwesentlich induziert wur­
den [16].

Es bleibt daher zu fragen, ob noch weitere durch 
ppGpp ausgelöste Adaptationsmechanismen die hier 
beschriebenen Unterschiede im Überleben der 
relA+- und relA-Stämme bedingen. Ungeachtet die­
ser Fragen unterstreichen die vorgelegten Befunde 
die ökologische Bedeutung der „stringent control“ 
als eine entscheidende Überlebensstrategie von 
nichtsporenbildenden Bakterien, wenn man berück­
sichtigt, daß Hungerbedingungen in den natürlichen 
Ökosystemen eher die Regel als die Ausnahme sind.
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Experimenteller Teil

Die untersuchten Escherichia-coli-Stämme sind 
der Tab. I zu entnehmen.

Tab. I: Verwendete Stämme.

CP78 (relA +, thr, arg, leu, his, thi)
CP79 (relA , thr, arg, leu, his, thi)

NF 161 (relA +, met, arg, thi) spoT-Mutante 
NF 162 (relA , m et, arg, thi)

CP 107 (relA +, thy, arg, ura, thi)
CP 143 (relA , thy, arg, ura, thi)

Kultivierungsbedingungen und Bestimmung 
der Überlebensrate

Die Vorkultur der Stämme erfolgte für 20 h als 
Schüttelkultur bei 30 °C in einem supplementierten 
Minimalmedium (MM) [17].

Supplemente: 0,2% Glukose, 0,005% der entspre­
chenden Aminosäuren und 0,001% Thiamin. Die 
Hauptkultur wurde mit Zellen aus der Vorkultur bis 
zu einer optischen Dichte von 0,1 angeimpft (Mes­
sung am Spekol Carl Zeiss Jena mit Zusatzverstärker 
bei 500 nm). Die erste Bestimmung der Überlebens­
rate (/0) erfolgte mit Kulturen, die sich seit 10 h in 
der stationären Phase befanden. Abhängig von der 
beabsichtigten Limitation wurde das MM unter­
schiedlich supplementiert.

Aminosäurelimitation

100 ml MM enthielten 0,6% Glukose; 0,03% Na2H- 
P 0 4x 12 H20 ;  0,001% Thiamin und 0,005% jeder 
notwendigen Aminosäure.

Glukoselimitation

100 ml MM wurden supplementiert mit 0,2% Glu­
kose; 0,03% Na2H P 04 x  12 H20 ;  0,001% Thiamin;
0,015% je Aminosäure.

Phosphatlimitation

100 ml MM wurden supplementiert mit 0,6% Glu­
kose; 0,001% Thiamin; 0,015% je Aminosäure.

Die Kulturen befanden sich zu Versuchsbeginn 
immer seit 10 h in der stationären Phase. Zu diesem 
Zeitpunkt wurden die Zellen geerntet, 2x  mit Phos­
phatpuffer gewaschen und eine optische Dichte von

1,5 im gleichen Puffer eingestellt (bei Phosphat­
limitation mit physiologischer Kochsalzlösung). In 
Abständen von meist 24 h wurden weitere Proben 
entnommen. Meßgrößen waren: Zelltiter (mikrosko­
pische Zählung), Bestimmung der optischen Dichte, 
eine lichtmikroskopische Kontrolle und die Ermitt­
lung der lebensfähigen Keime im Plattentest (MM 
unter Zusatz von 0,2% Glukose; 0,005% je Amino­
säure; 0,001% Thiamin und 2% gewaschenem 
Fadenagar). Die Bebrütung der Platten erfolgte bei 
30 °C, die Auszählung der Kolonien nach 24 h, wei­
tere Kontrollen nach 72 bzw. 96 h.

Nachweis hochphosphorylierter Nukleotide

Die Zellen wurden in der frühen logarithmischen 
Phase mit 3,7 MBq/ml H3 32P 0 4 (Rossendorf DDR, 
trägerfrei) markiert und im Abstand von 2 h Proben 
entnommen. Zusätzlich erfolgte eine Probeentnah­
me 24 h nach Beginn der log Phase. Je 100 jxl wurden 
dazu in vorgekühlte Eppendorfgefäße mit 10 1̂ 10 n  

Ameisensäure pipettiert, 40 min im Eisbad inkubiert 
und bei 9800 x g  bei 4 °C für 1 min zentrifugiert. 
Die Trennung der Nukleotide (10 |xl) erfolgte auf 
Polyäthyleniminzelluloseplatten (1-dimensional) mit 
KH2P 0 4 (1,5 m , pH = 3,4).

Der autoradiographische Nachweis der Nukleo­
tide wurde unter Einsatz von Röntgenfilmen HS 11 
(VEB Fotochemisches Werk Berlin, DDR) nach 
einer Expositionszeit von 20—24 h durchgeführt. 
Nach Lokalisierung der Nukleotide wurden die ent­
sprechenden Stellen ausgeschnitten, in 1 ml Toluol­
szintillator überführt und im Flüssigkeitszintillations­
spektrometer „Wallace 7000“ (LKB, Schweden) ge­
messen.

Nach Abzug der Background-Werte wurden die 
gemessenen Impulse zum Phosphatgehalt des Me­
diums und zur Gesamtaktivität der Zellsuspension 
ins Verhältnis gesetzt, durch die Anzahl der Phos­
phatreste des Nukleotids dividiert und auf eine OD 
von 1 sowie ein Volumen von 1 ml bezogen. Das 
Ergebnis wurde in p mol/OD x ml angegeben.

Untersuchungen der Ultrastruktur

Die Fixierung und Einbettung des Zellmaterials 
erfolgte nach [18], Die Aufnahmen wurden mit dem 
Elektronenmikroskop SEM 3 (VEB Werk für Fern- 
sehelektronik Berlin-Oberschöneweide, DDR) an­
gefertigt.
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