
Z. Vererbungsl. 97, 375--380 (1966) 

U N T E R S U C H U N G E N  U B E R  D E N  M E C H A N I S M U S  D E R  I N D U K T I O N  
L Y S O G E N E R  B A K T E R I E N  

X. DER EINFLUSS VON RNS-SYNTHESE-HEMMERN AUF DIE INDUKTION * 

E. GEISSLEtr und  K.  ISSERSTEDT 

Institut ffir Krebsforschung, 
Experimenteller Bereich, der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 

Eingegangen am 27. Januar 1966 

Einleitung 
Bei unseren  Versuehen fiber die W i r k u n g  hMogenier ter  Urae i l -Analoge  auf  

Eseher iehia  eoli K12 (2)-Zellen h a t t e n  wi t  un t e r  anderem gefunden,  dag  5-Fluor-  
uraci l  1 sowohl induz ie r t  (GEIsSLER, 1963) als aueh i n d u k t i o n s h e m m e n d  wirkt~ 
(G~ISSL~,  1964). AuI  die F rage  der  I n d u k t i o n  dureh  F U  und  andere  RNS-  
S y n t h e s e - H e m m e r  wurde  inzwisehen an anderer  Stelle n/~her e ingegangen 
(GEIsSL]~R, 1966 b). Dabe i  wurde  die t t y p o t h e s e  vorgesehlagen,  dag  die I n d u k t i o n  
dureh  R N S - S y n t h e s e - H e m m e r  fiber eine t t e m m u n g  der  Synthese  der  Phagen-  
Repressoren  erfolgt.  

I m  folgenden soll un te r sueh t  werden,  ob neben F U  wei tere  RNS-Syn these -  
H e m m e r  i n d u k t i o n s h e m m e n d  wirken,  worauf  eine derar t ige  W i r k u n g  zurtiek- 
gef/ ihrt  werden kann,  und  ob es sieh dabe i  u m  eine Verh inderung  oder  Aufhebung  
der  I n d u k t i o n  handel t .  

Mater ia l  und Methoden 
Die methodischen Einzelheiten wurden grSBtenteils bereits an anderer Stelle mitgeteilt 

(vgl. GEISSLER, 1966a). 5-Fluoruracil und 5-Fluoruridin wurden freundlicherweise yon der 
Deutschen I-Ioffmann-La Roche AG, Grenzach, zur Verfiigung gestellt. Proflavin wurde uns 
dankenswer~erweise yon Professor STA~LI~C]~R, KSln, und 6-Azauracil yon Dozent SKODA, 
Praha, iiberlassen. 8-Azaguanin wurde yon der Firma Chemapol, Fraha, Actinomycin D von 
Merck, Sharp und Dohme Research Laboratories, Rahway, N.J.,  bezogen. 

Zur Behandlung mit Actinomycin D wurden die E. coli K 12 (Z)-Zellen mit der yon LEIVn 
(1965) vorgeschlagenen, yon uns leicht modifizierten Methode (vgl. Legende zu Abb. 6) 
sensibilisiert. 

In den UV-Versuchen wurden gewaschene Bakterien-Fopulationen in SMine mit dem 
UV-Brenner S 375 vom VEB Berliner Glfihlampenwerk im Abstand yon 1 m mit einer Dosis- 
leistung yon 2,4 • 1O ~ erg/cm ~ sec behandelt. 

Ergebnisse  

Von vornhere in  war  zu erwar ten ,  dab  die I n d u k t i o n s h e m m u n g  dureh F U  n ieh t  
die Folge  einer H e m m u n g  der  D N S - S y n t h e s e  sein kann,  da  dieser Ef fek t  zuersg 
be im Arbe i t en  mi t  einer  lysogenen Thymin-Mange l -Mutan te  beobaeh te t  worden  
war,  wo 5-F luordesoxyur idy ls / tu re  (als mi t  der  D N S - S y n t h e s e  in ter fer ierendes  
F U - D e r i v a t )  keinen Angr i f f spunk t  finder.  Desha lb  sollte auch das  en tspreehende  
Ribos id  mi t  der  T h y m i n - M a n g e l - I n d u k t i o n  interfer ieren.  

* Ver~nderte Fassung eines auf der 2. Tagung der Federation of European Biochemical 
Societies im April 1965 in Wien gehaltenen Vortrages. 

1 Abk/irzungen: FU, 5-Fluoruracil; FUR, 5-Fluoruridin. 
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Tats~chlich zeigt sich, dd6 die Wh~kung von 5 ~g/ml  FUt~ auf die Thymin- 
Mangel-Induktion viel ausgepr~gter ist als die yon FU (Abb. 1) (obwohl die 
doppelte FUR-Dosis h/itte appliziert werden m/issen, wollte man mit ~quimolsren 
Mengen arbeiten). Erwartungsgem~13 ksnn die FUR-Wirkung durch gleichzeitige 
Gabe yon 200 ~glml Uracil weitgehend vermieden werden (Abb. 2), so dal~ wieder 
fast ulle Zellen durch den Thymin-Mangel induziert werden. ~ 
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Abb.  1. Yiabi l i tg t  Yon E.  coli K 1 2  (,l) t h y - ( E  70)-Zellen ( , - - - - o ) ,  Ti ter  freier ~-Phagen ( •  - - -  x )  und  indu- 
zierte :E 70-Zellcn (o . . . .  o) in t hyminf re i em SS-Medium in Gegenwar t  yon  5 gg /ml  5-Fluoruridin.  Vert ikale  

Linien:  S t reuungen  der Mit te lwerte  

Abb.  2. Viabil i t~t  yon  E 70-Zellen, Ti ter  freier  ,~-Phagen und  induzier te  E 70-Zellea in t hyminf re i em SS-Medium 
in Gegenwar t  yon  5 ~g/ml 5-Fluoruridin und  200 gg!ml  Uraci l  

Ist  der t temmeffekt  nun darsuf zurfickzuftihrcn, daft FU-Derivate in die 
messenger-RNS oder in eine sndere RNS-Komponente inkorporiert werden und 
dsnn Transcriptions- oder Translationsfehler verursachen oder interferieren sie 
unspezifisch mit der Synthese der Gesamt-RNS oder mit einer spezifischen RNS- 
Fraktion ? I m  ersteren Fall dfirfte neben FU nur noch 8-Azsgusnin die Induktion 
hemmen. Dieses Analogon wird wie FU in die RNS inkorporiert und verursscht 
wie FU St6rungen bei Informationstrsnsfer (phanotypische Reversionen) (BAR- 
~ETT und ]~ROCKMANN, 1962). Im snderen Fall dagegen ware von allen RNS- 
Synthese-Hemmern ein Effekt zu erwarten - -  gleichgfiltig, ob sic in die RNS in- 
korporiert werden und auf welchem Wege sic die I~NS-Synthese hemmen. 

Tsts~chlich kann die Thymin-Msngel-Induktion such durch 200 ~glml Azs- 
guanin gehemmt werden (Abb. 3). Diese Hemmung ist zwsr verhaltnisms 
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schwaeh. Sie ist aber vor allem deshMb bemerkenswerg, weft die gleiche Azaguanin- 
Dosis innerhalb yon 5 Stxt auf lysogene Wildtyp-Populat ionen keinen EinfluB hat. 
Besonders eigenartig ist deshalb die Tatsaehe, dab Azaguanin bei den E 70-Zellen 
im Beobaehtungszeitraum die Phagenproduktion vollstgndig hemmt.  

Die Thymin-Mangel-Induktion wfi-d andererseits aber auch - -  wie bereits an- 
gedeutet worden war (GEIsSLEg, 1964) - -  durch 10 gg/ml 6-Azauraeil signifikant 
gehemmt, dutch eine Substanz also, die mit  der RNS-Synthese interferiert, aber 
nieht in die RNS eingebaut wird (Abb. 4). 
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Abb. 3. Viabilita~ yon E 70-Zelten, Titer  freier ;~-Phagen und induziert, e E 70-Zellen in thyminfre iem SS-~[edium 
in  Oegenwart yon 200 ~xg/ml 8-Azaguanin 

Abb, 4. Viabil i t~t  yon E 70-Zellen, Tiler  freier X-Phagen und induzierte :E 70-Zellen in thyminfreiem SS-IVIedium 
in Gegenwarg yon 10 b~g/1;ql Azauracil 

Den weitaus stgrksten Effekt auf die Thymin-Mangel-Induktion zeigen die 
Transcriptionshemmer Proflavin (3,6-Diaminoaeridin) und Actinomycin D. 
50 gg/ml Proflavin (Abb. 5) und 10 {xg/ml Aetinomyein D (Abb. 6) hemmen die 
Indukt ion jeweils vollstgndig. 

Auf die Frage, ob es sieh bei der Hemmung der Induktion um eine Verhinde- 
rung oder um eine Aufhebung (Reaktivierung) handelt, sollten UV-Versuehe Aus- 
kunft  geben, in denen Zellen bestrahlt  wurden, die in Gegenwart yon 0,5 ~zg/ml 
FU gez/iehtet worden waren. Zellen, die 3 Std in FU-Gegenwart  inkubiert worden 
waren, erwiesen sich als kaum induzierbar (Tabelle, Expt.  3). Dabei handelt es 
sich abet vermutlieh um einen unspezifisehen Effekt, der sieh auch darin andeutet,  
dab diese Zellen sehr viel sehwgcher UV-inaktiviert  werden als die Kontrollzellen. 
Offenbar liegt hier eine Herabsetzung der Aptitude vet, wie es sehon yon Lwo~F, 
SI~IINOWTO~I und KJ~LDGAA~D (1950) bei in Mangelmedium angez~chteten lyso- 
genen Zellen gefunden worden war. Sieherlieh kSnnen aber die Ergebnisse der 
Experimente 1 und 2 in der Tabelle miteinander vergliehen werden, da in beiden 
Fgllen etwa gleieh viel Bakterien etwa gleieh stark inaktiviert  wurden. Deutlieh 

25* 
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Tabelle. U V-Induk t io~  F U-behandelter Zelle~ 
E.  coli K12 (A) Hfr A'-Zellen wurden 3 Std in SS-Medium (Experiment 1) bzw. 3 Std 

in SS-l~[edium und anschlieflend 30 min in SS-Medium mit 0,5 ~g/ml FU (Experiment 2) 
bzw. 3 Std in SS-Medium mit 0,5 ~g/ml FU (Experiment 3) bei 370 C beliiftet, dreimal ge- 
waschen und in S~line 10 sec UV-bestrahlt. 

Unbes t rah l t  ]~estrahlt 

Bakterien % induzierte iiberlebende % induzierte 
Bakterien 

Experiment 1 5,2 X 107• 0,7 0,72 • 0,2 3,7 • 106• 1,1 50 • 18 
Experiment 2 5,8 • 107 • 0,4 0,39 • 0,1 1,8 • 106 • 0,1 22,4• 3,2 
Experiment 3 1,9 x 105 • 0,3 1,2 • 0,2 3,9 • 10 ~ • 0,7 3,0 ~= 0,9 
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Abb. 5. Viabil i t~t  yon E 70-Zellen, Titer freier 2-Phagen and induzierte E 70-Zellen in thyminfre iem SS-Medium 
in Gegenwart  vorL 50 ~g/ml Prof lavin  

Abb. 6. Viabil i t~t  yon E 70-Zellen, Titer freier ~-Phagen und induzierte E 70-Zellen in Thyrnin-freiem SS-Medium 
in Gegenwart yon 10 ~g/ml Actinomycin D. Die Knl turen  waren vorher zweima] mi t  Tris-ItC1, pH 8, gewaschen 
worden, wurden im Verh~ltnis 10:1 in Tris-HC1 aufgenommen und mi t  EDTA (Endkonz. 2 • 10 4 M) versetzt. 

~ach  2 rain wurde 1:10 in SS-Medium verdt innt  

ergibt  sich eine wesentlich geringere I n d u k t i o n  der Zellen, die vor der Bes t rahlung 
30 min  mi t  0,5 ~g/ml F U  behandel t  worden waren. 

D i s k u s s i o n  

Eine der eingangs gestell ten Fragen  k a n n  an  H a n d  der besehriebenen Er- 
gebnisse eindeutig bean twor te t  werden:  Da si~mtliche geprfiften l~NS-Synthese-  
H e m m e r  die I n d u k t i o n  unabh~ngig  von  ihrem Angr i f fspunkt  h e m m e n  u n d  unab-  
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hgngig davon, ob sic in RNS-Komponenten inkorporiert werden oder nicht, 
seheint es sieh um eine unspezifische Interferenz mit der I~NS-Synthese zu handeln 
und nieht um irgendwelehe St6rungen beim Informationstransfer. 

~ber  den eigentliehen Meehanismus der I temmung der Induktion durch I%NS- 
Synthese-tIemmer kann man dabei vorerst nut  spekuliercn. So kSnnte man an- 
nehmen, dab alle entsprechend aktiven Substanzen mit, der Synthese jener Kom- 
ponente interferieren, die sich unter Thymin-Mangel-Bedingungen anreiehern soll 
(MAALOE, 1963) und die sowohl f/Jr den Thymin-Mangel-Tod als aueh f/Jr die 
Thymin-Mangel-Induktion verantwortlich gemacht wird (vgl. G~ISSLER, 1966a). 
So konnten ja yon ttANiWALT (1963) Hinweise daffir erbracht werden, dal3 zur 
Manifestierung des Thymin-Mangel-Todes die Synthese yon (messenger-)RNS 
notwendig ist. In diesem Zusammenhang ist interessant, daI3 in Gegenwart yon 
50 ~g/ml Proflavin kaum Thymin-Mangel-Tod stattfindet (Abb. 7). 
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Abb. 7. Viabil i t~t  yon  E, coli CR, 34 thy--Zel len  bei I ncuba t i on  in t hymin f r e i em SS-Medium in Gegenwar t  yon 
50 ~g]ml Prof lav in  

Allerdings wfirde diese Hypothese nicht erkl~ren, warum aueh die UV-Induk- 
tion zumindest dutch FU gehemmt werden kann - -  ein Befund, der auch yon 
BEN-Gc~IO~ (1965) erhoben werden konntc. Naeh unseren Ergebnissen scheint 
es sich dabei um eine Verhinderung der Induktion zu handeln, w/~hrend yon BEn- 
GvRION angegeben wird, die UV-Induktion k6nne aueh durch eine sieh unmittel- 
bar an die Bestrahlung anschliegende Naehbehandlung mit FU gehemmt werden. 
Fiir diese Fglle k6nnte man gegebenenfalls eine Interferenz des FU mit der 
Produktion oder Wirkung des induzierenden UV-Prodnktes vcrmuten. 

Summary 

The presence of the inhibitors of P~NA synthesis 5-fluorouracil, 5-fluorouridine, 
6-azauracil, 8-azaguanine, proflavine, and actinomyein D interferes with thymine- 
less prophage induction. This interference is believed to be a consequence of the 
inhibition of I%NA synthesis, and not of the incorporation of the inhibitors leading 
to disturbances in information transfer. I t  is proposed that  the substances tested 
interfere with the production of a toxic metabolite responsible for thymineless 
death and thymineless induction. Experiments performed with ultraviolet light 
indicate the interference with induction to be a prevention rather than a reversal 
of the induction process. 

Frl. A. SCI~i2TT danken wit fiir ihre fleiBige und sorgfiltige Mitarbeit bei einem Teil tier 
Versuche. 
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