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The content of ColE 1-related plasmids increased about 4—6-fold after a temperature-shift
from 30 to 42 °C (45 °C) if the rom-region of the plasmids was deleted.

The copy number of rom*-plasmids did not change after the temperature shift. All
rom~-plasmids tested in this study showed this plasmid amplification. The Rom-protein is
capable of inhibiting plasmid replication by stabilization the initial reversible stage of the asso-
ciation of RNAT with the primer precursor RNAII.

We suggest that the temperature-dependent enhancement of the copy number of rom™-plas-
mids is due to a destabilization of this initial phase of the RNA I-preprimer interaction at high

temperatures which is suppressed by the Rom-protein in cells with rom*-plasmids.

Einleitung

Die Kenntnis Uber die Regulation der Replika-
tion ColE 1-verwandter Plasmide ist weit fortge-
schritten [1, 2]. An dieser Regulation sind im we-
sentlichen drei Elemente beteiligt (RNAI, RNATII,
Rom-Protein), wobei die Wechselwirkung der bei-
den komplementdren plasmidcodierten RNA-Mo-
lekiile eine zentrale Bedeutung besitzt. Vorausset-
zung fiir die Bildung des aktiven RNA-Primers fiir
die Replikation ist eine Hybridisierung der RNAII
mit der ,template“-DNA. Die Replikation der
Plasmide wird durch die RN AT inhibiert, die kom-
plementir zum 5-Ende der RNAII ist [3—5].
RNAT und RNAII, beide in einer stark gefalteten
Struktur, hybridisieren miteinander iiber zunédchst
drei spezifische Kontaktstellen, die nur wenige
Nucleotide umfassen [6, 7]. Nach dieser noch re-
versiblen Initialhybridisierung kommt es schritt-
weise zu einer vollstindigen Paarung beider RNA-
Molekiile, wodurch die Tertidrstruktur der
RNAII aufgelost wird [8]. Durch diesen Mecha-
nismus kann die RNAII gebunden und somit
nicht mehr zum aktiven Primer funktionalisiert
werden. Folglich spielt die Konzentration der inhi-
bitorischen RNAI fiir die Replikationskontrolle
eine entscheidende Rolle.
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Neben der RNA T ist ein weiteres plasmidcodier-
tes Element bekannt, das die Initiation der Repli-
kation zu hemmen vermag. Dabei handelt es sich
um das aus 63 Aminosduren bestehende Rom-Pro-
tein, das die Wechselwirkung beider RNA-Mole-
kiile verstiarkt [7, 9, 10], wenn es auch fiir die inhi-
bitorische Wirkung der RNA T nicht unbedingt er-
forderlich ist. Plasmide mit deletierter rom-Region
weisen 2- bis 3fach erhohte Kopienzahlen auf[11].

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchun-
gen zur Uberexpression plasmidlokalisierter Gene
durch starke, anschaltbare Promotoren [12] konn-
ten wir zeigen, daB3 sich der Plasmidgehalt von
rom~-Plasmiden in Escherichia coli nach Steige-
rung der Wachstumstemperatur von 30 °C auf
42 °C etwa um das 4fache erhoht. Der Gehalt an
Plasmiden mit intakter rom-Region blieb dagegen
konstant.

Material und Methoden

Escherichia-coli-Stdmme:

CSH 55 A (lac, pro), supE, nalA, thi
(F'lacZ, proA*B)

DM5 supE44,hsdR17,recAl,endAl, gyrA96

Plasmide:

pBR 322 [13]
pUC9[14]
pCEG16][12, 15]
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Die Kultivierung des Stammes CSHSS
(pCEG 16) erfolgte bei 30 °C unter Schiitteln in
synthetischem Medium nach Mitchell und Lucas-
Lenard [16], das mit Thiamin (10 mg/l) und Gluco-
se (20 g/l) supplementiert war (siche auch [12]).
Die Staimme DHS5 (pBR322) und DHS (pUC9)
wurden in NBY vermehrt. In beiden Medien be-
trug die Ampicillinkonzentration 100 pg/ml. Die
Messung des Plasmidgehaltes erfolgte nach einer
von Frenkel und Bremer [17] beschriebenen
Methode.

Die B-Glucanaseaktivitit wurde in Anlehnung
an Borriss [18] bestimmt (siehe auch [12, 19]).

Ergebnisse und Diskussion

Im rom -Plasmid pCEG 16 befindet sich das
endo-B-1,3-1,4-Glucanasegen aus Bacillus amyloli-
quefaciens unter Kontrolle des starken Lambda-
Promotors Py, der durch den ebenfalls plasmid-
codierten thermosensitiven Repressor Cpgs; bei
30 °C vollstdndig reprimiert vorliegt.

Nach Erhéhung der Wachstumstemperatur von
30 °C auf 42 °C kam es im E.-coli-Stamm CSH 55
(pCEG 16) zu einer etwa 40fachen Steigerung der
spezifischen B-Glucanaseaktivitidt, die von einer
etwa 4fachen Erhohung der Plasmidkopienzahl
begleitet war (Abb. 1b). Diese Erhoéhung der
Kopienzahl nach Temniperatursteigerung (siche
auch Abb. 2b) konnte fiir alle yon uns getesteten
rom ™ -Plasmide (pCEG 16, pUC9, pUR 288 [20])
nachgewiesen werden. Eine noch hohere Plasmid-
amplifikation erfolgte nach Temperatursteigerung
von 30 °C auf 45 °C (6fach) (Abb. 2¢). Fiir rom™*-
Plasmide (pBR322, pBR325 [21], pEG1 [22])
konnte dagegen keine temperaturabhingige Ver-
dnderung der Plasmidkonzentration gemessen
werden (Abb. 2a—c). Die temperaturabhingige
Steigerung der Kopienzahl von rom™-Plasmiden
ist nicht stammspezifisch, alle von uns eingesetzten
E.-coli-Stamme (CP78, CP79, DHS5, CSHS5S,
C600, IM 101) wiesen das beschriebene Verhalten
auf. Die Plasmidamplifikation erfolgte sowohl bei
Vermehrung der Zellen in Minimalmedium als
auch in komplexen Medien. Kulturen aus rom~-
Plasmide tragenden Zellen erreichten bei Tempe-
raturerh6hung von 30 °C auf 42 °C unter identi-
schen Wachstumsbedingungen hohere Zelldichten
als Kulturen aus Zellen, die rom™-Plasmide ent-
hielten (Abb. 2b).
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Die Zunahme der Kopienzahl von rom~-Plas-
miden wird wahrscheinlich durch eine temperatur-
abhidngige Destabilisierung des initialen rever-
siblen RNAI-RNA II-Hybridisierungskomplexes
bedingt. Bei 30 °C ist der Komplex aus thermo-
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Abb. 1. Wachstum, Plasmidgehalt und spezifische

B-Glucanaseaktivitit des Stammes CSH55 (pCEG16)
bei 30 °C (Abb. 1a) und nach Umsetzen logarithmisch
wachsender Zellen von 30 °C auf 42 °C (Abb. 1b).
— A — Wachstum, gemessen als optische Dichte bei
500 nm; —@— relativer Plasmidgehalt/ODs,,-ml (der
Plasmidgehalt von Zellen in der logarithmischen Wachs-
tumsphase bei 30 “C wurde gleich 1 gesetzt); —O— spezi-
fische B-Glucanaseaktivitdt als Summe aus der gesamt-
zelluldren und extrazelluldren B-Glucanaseaktivitit.
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dynamischer Sicht stabiler, so da3 die Plasmid-
konzentration gleich bleibt. Von Tomizawa [23,
24] konnte nachgewiesen werden, dall das Rom-
Protein vorrangig den ersten und reversiblen
Schritt der Paarung beider RNA-Molekiile durch
Reduzierung der Dissoziationskonstante dieses
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Abb. 2. Gehalt an rom*(pBR 322)- und rom ~(pUC9)-
Plasmiden im FE.-coli-Stamm DH 5 in Abhdngigkeit von
der Wachstumstemperatur. Die Vorkultur erfolgte bei
30 °C (a—c). a) Wachstum der Zellen bei 30 °C; b) Um-
setzen der Zellen in frisches Medium und Temperatur-
erh6hung auf 42 °C bei einer ODy,, von 0,05; ¢) Umset-
zen der Zellen in frisches Medium und bei Erreichen
einer ODy, von 0,3 Temperaturerhéhung von 30 °C auf
45 °C. Der Plasmidgehalt bei 30 °C wurde sowohl fiir
pBR 322 als auch fiir pUC9 gleich 1 gesetzt, wobei zu be-
riicksichtigen ist, daB das rom™-Plasmid pUC9 unter
diesen Bedingungen in einer 2- bis 3fach hoheren Ko-
pienzahl als pBR322 vorliegt. —O— Wachstum des
Stammes DH5 (pBR 322); — A — Wachstum des Stam-
mes DHS5 (pUCY9); —@— relativer Plasmidgehalt des
Stammes DH 5 (pBR 322); — A — relativer Plasmidgehalt
des Stammes DH 5 (pUC9).

Komplexes verstirkt. Dabei bindet das Rom-Pro-
tein an die Loop-Regionen von RNAI und
RNAII, wodurch der Komplex stabilisiert wird.
Vermutlich 148t sich die Destabilisierung des
RNA-Hybrides bei 42 °C durch das Rom-Protein
aufheben, da Plasmide mit intakter rom-Region
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den Kopienzahleffekt nach Temperaturerhohung
nicht aufweisen.

Diese Annahme wird durch eine Reihe neuerer
Arbeiten gestiitzt, in denen eine durch Verdnde-
rung der RNAI- oder RNAII-Struktur bedingte
Destabilisierung der Hybridmolekiile und damit
eine Kopienzahlerhohung durch das Rom-Protein
aufgehoben werden kann [25—-27].

Unsere Vermutung, wonach das Rom-Protein
eine Destabilisierung des RNAI-RNAII-Kom-
plexes nach Temperaturerhohung verhindert,
miite jedoch durch In-vitro-Experimente erhértet
werden. Dazu wiére es erforderlich, die RNAI-
RNA II-Komplexbildung bei An- und Abwesen-
heit des Rom-Proteins als Funktion von der Tem-
peratur [6] zu messen.
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