
Phagen, Colicine und makroregulatorische Phanomene (Nobel-Vortrag) [**I 

Die friihen Arbeiten iiber das Wachstum, die Muta- 
tionen und die Rekombination von Phagen hatten 
das gliickliche Schicksal, beirn Errichten des inzwi- 
schen intellektuell befriedigenden Gebaudes der 
Molekularbiologie als Saulen zu dienen. Es ist un- 
notig, jetzt die Geschichte jener fruhen Arbeiten zu 
wiederholen, die mir das Gluck einer freundschaft- 
lichen und anregenden Zusammenarbeit rnit Max 
Delbriick und Alfred Hershey brachten. Schwieriger 
noch ware der Versuch, hier die Entwicklungslinien 
nachzuzeichnen, die von den ersten Arbeiten an den 
Phagen zur derzeitigen Kenntnis der Virusreproduk- 
tion, der Genreplikation, der Genfunktion sowie 
ihrer Regulation fiihren. Die groBte Befriedigung 
allerdings verschaffen rnir die Rolle meiner Studenten 
und Mitarbeiter bei diesen Entwicklungen sowie 
meine Erinnerungen an die personliche Zusammen- 
arbeit mit vielen der Pioniere dieses groBen intellek- 
tuellen Abenteuers, 
Die Phagenforschung hat sich inzwischen weit ver- 
zweigt; jeder Teil hat in gewissem MaBe zum Aufbau 
der Molekularbiologie beigetragen. Eine der bemer- 
kenswertesten Forschungsrichtungen betraf die Gen- 
funktion und ihre Regulation. Die Hauptbeitrage 
der Phagenforschung auf diesem Gebiet waren die 
Arbeiten von Andrt! Lwofl und Franpois Jacob uber 
die Lysogenie, die Francois Jacob und Jacques Monod 
die Formulierung der Operon-Theorie ermoglichten. 
Die regulatorischen Phanornene, mit denen sich diese 
Theorie beschaftigt, betreffen die Funktionen von 
Genen oder Gen-Gruppen. In diesem Vortrag moch- 
te ich mich mit Moglichkeiten des Zuganges zu be- 
stimmten Aspekten der zellularen Regulation be- 
schaftigen, die ,,makroregulatorische Phanomene" 
einschlieBen. Damit meine ich solche Phanomene, 
bei denen die beobachteten funktionellen Anderun- 
gen einige der Hauptprozesse der lebenden Zelle be- 
treffen, z.B. die DNA- oder die RNA- oder die Pro- 
teinsynthese oder den Energiestoffwechsel oder die 
Funktion der selektiven Permeabilitat der zellularen 
Membranen. 
Das Studium von Antibiotika wie Penicillin oder 
Streptomycin, Reagentien, die auf ,,molare" Art in 
den zellularen ProzeB eingreifen, hat wesentlich zur 
Aufklarung von Vorgangen wie dem Aufbau und der 
Biosynthese der Bakterienzellwand oder der Protein- 
synthese beigetragen. Wird dagegen eine der Haupt- 
funktionen der Zelle durch ein Agens verandert wie 
etwa einen Bakteriophagen oder ein anderes Makro- 
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rnolekul, das sozusagen ,,quantenhaft" wirkt, als 
einzelne Partikel, so ist die Situation noch viel auf- 
regender, weil irgendeine Art von Verstarker zwi- 
schen das Agens-Individuurn und die angegriffenen 
Elemente der Zelle eingeschaltet sein muB. Bei einem 
Virus als Agens mag die Replikation des Agens oder 
die Realisierung seines genetischen Potentials als 
Verstarker dienen. Bei einem Proteinagens, Z. B. 
einern Bakteriocin, muB die Verstarkung auf einer 
Veranderung der Geschlossenheit einer zellularen 
Struktur oder der Funktion eines zellularen Kon- 
trollsysterns beruhen. In beiden Fallen gibt das Ver- 
standnis der Wirkungsweise solcher Agentien wahr- 
scheinlich interessante Einblicke in die funktionelle 
Organisation der zellularen Maschinerie. 

In meinem Laboratorium benutzen wir zur Zeit Bak- 
teriophagen und Bakteriocine als Sonden auf makro- 
regulatorische Phanomene der Bakterienzelle. Bis 
jetzt gibt es noch nicht allzu viele Fortschritte auf 
diesem Gebiet, auBer beim Studium der Regulation 
der genetischen Transkription, doch hatte eine Be- 
schreibung unserer derzeitigen Berniihungen viel- 
leicht wenigstens den Wert zu verdeutlichen, welchen 
Dingen wir auf der Spur sind. 

Bakteriophagen und makroregulatorische 
Phanomene 

Ein friiher Hinweis auf die mogliche Fahigkeit der 
Phagen, zellulare Funktionen zu kontrollieren, war 
die Beobachtung, daB bestrahlte TZPhagen den 
Wirtsorganismus weiterhin toten und schadigen 
konnten, nachdem sie die Fahigkeit zur Reproduk- 
tion verloren hatten [I]. Die Bakterien wurden nicht 
brutal zerbrochen, aber sie starben. Es brauchte 
Jahre und die Entwicklung der biochemischen Unter- 
suchungsmoglichkeiten der Phageninfektion, bis die 
rnordende Tatigkeit der Phagen mit Hilfe physiolo- 
gischer Begriffe erklart werden konnte, d. h., iiber 
spezifische Hernmungen auf der Ebene der Synthese 
von Makromolekiilen. Wir wissen heute, daB be- 
stimmte virulente Phagen, darunter die T-even-Coli- 
phagen [*I, einen pltitzlichen Abbruch der Protein-, 
RNA- und DNA-Synthese ihrer Wirtszellen verur- 
sachen. Andere Phagen beeinflussen diese Prozesse 
viel weniger drastisch oder nur vorubergehend. 
Unser Wissen iiber die Art dieser Hemmungen hat 
sich aber uberraschend langsam entwickelt. 

[I] S. E.  Luria u. M. Delbriick, Arch. Biochem. I ,  207 (1942). 
[*I Mit T-even-Coliphagen wird eine Gruppe von Coliphagen 
bezeichnet, die ubereinstimmende Eigenschaften haben und 
gerade Kennzeichnungsnummern (T2, T4, T6) tragen (Anm. 
des ubersetzers). 
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Phageninfektion und Synthese von Wirts-DNA 

Nehmen wir z. B. den Effekt der Phageninfektion auf 
die Wirts-DNA. Der Fall der T-even-Phagen scheint 
der einfachste. Diese Phagen enthalten in der DNA 121 
Hydroxymethylcytosin (HMC) anstelle von Cytosin 
und bestimmen unter anderem die Produktion eines 
Enzyms, Desoxycytidin-Triphosphatase, das dCTP 
zerstort, einen spezifischen Vorlaufer der Wirts-DNA 
(siehe Zusammenfassung von Cohen [31). Die Bak- 
terien-DNA wird nach der Infektion ziemlich rasch 
abgebaut und in saurelosliche Fragmente und schlieR- 
lich in einfache Nucleotide umgewandelt. DaR Dop- 
pelstrangbruche der Bakterien-DNA deren Replika- 
tion verhindern sollten, ist verstandlich [41, aber wie 
der Phage solche Bruche bewirkt, 1aBt sich noch nicht 
erklaren. Bestimmte Mutanten des Phagen T4 sind 
nicht mehr in der Lage, die Wirts-DNA in saurelos- 
liche Produkte umzuwandeln [53, es kommen aber 
noch Primarbriiche vor, bei denen die Wirts-DNA in 
grol3e Fragmente zerlegt wird. Die Nuclease, die fur 
diese Bruche verantwortlich ist, mu6 spezifisch fur 
dCTP-haltige D N A  sein, doch ist bisher kein Phagen- 
gen gefunden worden, dessen Mutationen den Abbau 
der Wirts-DNA verhindern. 
Wesentlich verwickelter ist die Situation beim Phagen 
me von Bacillus subtilis, den David Roscoe und 
Menashe Marcus in unserem Laboratorium unter- 
suchten. Es handelt sich um einen der wenigen Pha- 
gen, die in der D N A  Hydroxymethyl-uracil (HMU) 
anstelle von Thymin enthalten. Die Infektion verur- 
sacht eine Anderung des Enzymbestandes und damit 
eine Umstellung der DNA-Synthese: statt DNA 
vom Bakterientyp entsteht D N A  vom Phagentyp [GI. 

An neuen Enzymen treten eine dUMP-Hydroxy- 
methylase, eine Thymidyltriphosphat-Nucleotidhy- 
drolase (dTTPase), ein Hemmstoff der Thymidylat- 
Synthetase, eine dTMP-Nucleotidase, eine dCMP- 
Desaminase und moglicherweise auch eine Desoxy- 
nucleotid-Kinase auf. Die Synthese von Wirts-DNA 
bricht einige Minuten nach der Infektion mit dem 
Phagen me ab. Roscoe[71 konnte zeigen, da13 die 
Wirts-DNA intakt bleibt oder daB wenigstens Dop- 
pelstrangbruche nicht in erkennbarer Anzahl vor- 
kommen. 
Die enzymatische Beeinflussung der dTTP-Synthese 
kann durch Verwendung von Thymin-Mangel- 
mutanten der Wirtsbakterien in Gegenwart von 
Thymin und durch Verwendung von Phagenmutan- 
ten ohne dTTPase umgangen werden. Unter diesen 
Bedingungen entstandene Phagen enthalten minde- 
stens 10 %, moglicherweise 20 % Thymin statt HMU. 
Trotzdem unterbleibt die Synthese von Wirts-DNA. 
Wir mussen also die Existenz eines etwas spezifische- 

[2] G. R .  Wyatt u. S.  S. Cohen. Nature 170, 1072 (1952). 
[3] S. S. Cohen: Virus-induced enzymes. Columbia University 
Press, New York 1961. 
[4] J .  Cairns u. C. I .  Davern, J. Mol. Biol. 17, 418 (1966). 
[5] E.  M. Kutter u. J .  S .  Wiberg, J. Mol. Biol. 38, 395 (1968). 
[6] H. V .  Aposhian in H .  Fraenkel-Conrat: Molecular Basis of 
Virology. Reinhold. New York 1968, S. 497. 
[7] D. H. Roscoe, Virology 38, 527 (1959). 

ren Mechanismus postulieren, der fur den Abbruch 
der Synthese verantwortlich ist. Moglicherweise 
handelt es sich nicht um eine Hemmung der die 
Wirts-DNA synthetisierenden Enzyme durch HMU- 
Nucleotide, denn die Synthese der bakteriellen D N A  
kann auch durch eine Phagenmutante abgebrochen 
werden, der die Information fur entweder die dUMP- 
Hydroxymethylase oder die dTTPase fehlt. Voraus- 
setzung fur den Abbruch der Synthese von Wirts- 
DNA ist jedenfalls eine Proteinsynthese nach der 
Phageninfektion; folglich gibt es irgendeine spezi- 
fische Phagenfunktion, die die Synthese der bak- 
teriellen DNA hemmt. Wir versuchen derzeit, diese 
Phagenfunktion zu identifizieren. Sie aurjert sich ent- 
weder auf der Ebene des Replikationsprozesses selbst 
oder auf einer bisher noch unbekannten regulato- 
rischen Ebene. 

Wirtsproteine und RNA 

Lassen Sie mich nun auf den EinfluB der Phagenin- 
fektion auf die RNA-Synthese und die Proteinsyn- 
these iibergehen. Mindestens bei den T-even-Phagen 
scheint der Abbruch der Synthese von Wirtsprotein 
eine sekundare Folge des Abbruches der Messenger- 
RNA-Synthese zu sein [*]. Direkte Wirkungen auf 
die Translation bereits bestehender Messenger mogen 
ebenfalls vorkommen, wie es sie sicher bei manchen 
Virusinfektionen bei Tieren gibt. 
Die Art des Abbruchs der RNA-Synthese blieb im 
Dunkeln, bis vor kurzem die wichtige Entdeckung ge- 
lang [91, daB mindestens einige Phagen, darunter die 
T-even- und T7-Coliphagen [lo], die RNA-Polyme- 
rase modifizieren, so da13 sich ihre Spezifitat andert. 
Ein Faktor 6, eine Komponente der Polymerase, die 
fur die Transkription der ,,sehr friihen" Gruppe von 
Phagengenen (namlich derjenigen, die unmittelbar 
nach der Infektion transkribiert werden [ill) und 
moglicherweise auch fur die Transkription von Bak- 
teriengenen benotigt wird, ist nach der Phageninfek- 
tion verandert oder zerstort. Die Transkription an- 
derer Phagengene wird dann durch einige neu auf- 
tretende Faktoren ermoglicht, die die Spezifitat eines 
,,Rumpf"-Proteins der Wirtspolymerase veran- 
dernr121. Es ist vernunftig anzunehmen, darj der 6- 

Faktor der Polymerase die Fahigkeit zum Erkennen 
eines Promotors verleiht, der den Start der mRNA- 
Synthese an spezifischen Stellen der DNA ermoglicht. 
In diesem Fall kommt das ,,makroregulatorische" 
Phanomen nicht auf der Ebene eines rein regulatori- 
schen Mechanismus zustande, sondern auf der 
Ebene der zellularen Maschinerie selbst. Der Phage 
verhindert die Realisierung eines ganzen Satzes von 
Genen, indem er die Spezifitat eines Enzyms, der 
RNA-Polymerase, verandert. 

[8]  R.  0. R .  Kaempfer u. B. Magasanik, J. Mol. Biol. 27, 453 
(1967). 
[9] R.  R .  Burgess, A .  A .  Travers, J .  J .  Dunn u. E. K.  F. Bautz, 
Nature 221, 43 (1969). 
[lo] W. C. Summers u. R .  B. Siegel, Nature 223, 1111 (1969). 
[ll] J .  Hosoda u. C.  Levinthal, Virology 34, 709 (1968). 
1121 A. A .  Travers, Nature 223, 1107 (1969). 
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DaS diese Art von Regulation kein Spezifikum der 
Phageninfektion ist, hat R. Losick (Harvard) zusam- 
men mit meinem Schiiler A.  L. Sonenshein gezeigt. 
Ausgehend von der Beobachtung von Sonenshein 
und Roscoer131, daR der Subtilis-Phage @e nicht in 
der Lage ist zu wachsen und seine Funktionen zu 
reaiisieren, wenn er Bakterien wahrend der Sporen- 
bildung infiziert, stellten Losick und Sonenshein fol- 
gende Hypothese auf: Da die Sporenbildung mit dem 
Abbruch der Synthese vieler Proteine und dem Er- 
scheinen mehrerer neuer Proteine einhergeht, konnte 
der kritische Schritt eine Veranderung der Spezifitat 
der RNA-Polymerase sein, und zwar analog zur Ver- 
anderung, die man bei E. coli nach der Infektion 
durch T-even-Phagen beobachtet [91. Losick und 
Sonenshein konnten dies tatsachlich demonstrie- 
ren1141: Ein a-ahnlicher Faktor, ein Teil der RNA- 
Polymerase der vegetativen Bakterienzellen, wird 
wahrend der Sporenbildung verandert oder eliminiert, 
und dieses hat eine Veranderung der Matrizenspezi- 
fitat der Bakterienpolymerase zur Folge. Es ist be- 
merkenswert genug, daD die in-vitro-Zugabe des 
a-Faktors von E. coli zum Rumpfprotein der 
B.-subtilis-Polymerase deren urspriingliche Aktivitat 
wieder herstellt! 
Es sei darauf hingewiesen, daR der Phage in dieser 
Arbeit uber die Sporenbildung nicht verwendet 
worden ist, um irgendeine phageninduzierte Ver- 
anderung in der Zelle zu erforschen, sondern als 
Sonde zur Aufklarung regulatorischer Phanomene, 
die fur eine wichtige Differenzierung im Zellcyclus 
eines Bakteriums verantwortlich sind: fur den Um- 
schlag von der vegetativen zur sporulativen Syn- 
these. Die mogliche Relevanz der Veranderung der 
RNA-Polymerase und vie1 allgemeiner der makro- 
regulatorischen Veranderungen fur Probleme der 
Differenzierung in hoheren Organismen ermutigt zu 
interessanten Spekulationen 151 und wird wahr- 
scheinlich neue Wege zum Studium der zellularen 
Differenzierung eroffnen. 

Makroregulation und Colicine 

Als nachstes mochte ich mich mit einem anderen 
Zugang zur Makroregulation beschaftigen, dem wir 
uns kurzlich zugewandt haben, um neue Einblicke in 
die funktionelle Organisation der Bakterienzelle zu 
bekommen. Hier geht es um das Studium der Ak- 
tionsweise bestimmter Colicine. Obwohl die Ge- 
schichte der Colicinforschung sehr eng mit der Ge- 
schichte der Phagenforschung verbunden ist, mag es 
lehrreich sein, die Umwege zu schildern, auf denen 
ich zu meinem jetzigen Interesse an den Colicinen 
gekommen bin. Der Ausgangspunkt war wieder ein 
Phagenproblem, namlich die von Iseki und Sakai 
entdeckte Konversion der somatischen Sa1monell.a- 
Antigene durch temperierte Phagen C16J. Dr. Hisao 

[13] A .  L .  Sonenshein u. D .  H.  Roscoe, Virology 39,205 (1969). 
[14] R .  Losick u. A .  L. Sonenshein, Nature 224, 35 (1969). 
[lS] R. J .  Britten u. E. H.  Davidson, Science 165, 349 (1969). 
[16] S. Iseki u. 2'. Sakai, Proc. Japan Acad. 29, 121 (1953). 

Uetake kam 1956 in mein Laboratorium; wir arbei- 
teten gemeinsam iiber die Konversion des Antigens 
10 zum Antigen 15 durch den Phagen €15 [171. Diese 
Zusammenarbeit setzte sich fort, als Dr. Takahiro 
Uchida 1960 von Uetakes Laboratorium zu mir an 
das Massachusetts Institute of Technology kam. 
Gliicklicherweise konnten wir meinen Kollegen Dr. 
Phillips Robbins auf das Problem der Antigenkonver- 
sion aufmerksam machen. Wie Robbins und seine Mit- 
arbeiter [181 das Problem auf biochemischer Ebene 
losten und wie sie in der Folge die Rolle der Carrier- 
Lipide bei der Polysaccharidsynthese entdeckten und 
aufklarten, braucht hier nicht ausgefiihrt zu werden. 
Immerhin weckte meine Beteiligung an dieser Arbeit 
mein Interesse an Membranproblemen, besonders an 
bestimmten bemerkenswerten Eigenschaften der 
cytoplasmatischen Bakterienmembran. 
In Bakterienzellen ist diese Membran die einzige 
Organelle. Sie enthalt Enzyme und andere Bestand- 
teile, die nicht nur bei der Permeation und beim 
aktiven Transport, sondern auch bei der Biosynthese 
der makromolekularen Komponenten der Bakterien- 
zellwand eine Rolle spielen, z. B. Peptidoglykan und 
andere Polysaccharide einschliefllich der Lipopoly- 
saccharide der Enterobakterien. AuSerdem befindet 
sich die Maschinerie der terminalen Respiration in 
der cytoplasmatischen Membran, die vermutlich 
auch entscheidend bei der DNA-Replikation und bei 
der Trennung der DNA-Kopien wahrend der Zell- 
teilung mitwirkt 1191. Und trotzdem ist die funktionel- 
le Organisation dieser bemerkenswerten Struktur 
noch nicht bekannt. Man kann annehmen, daD fur 
jede Gruppe von Enzymen und Carrier-Molekulen, 
die an einem gegebenen biochemischen ProzeS be- 
teiligt sind, eine ganz prazise raumliche Anordnung 
zueinander die Voraussetzung fur volle Wirksamkeit 
ist. Wir wissen nicht, ob solche ,,supramolekularen 
Strukturen" allein durch die Eigenschaften der indi- 
viduellen Komponenten determiniert werden, was 
dann auch den Selbstaufbau der funktionellen Struk- 
tur in vitro ermoglichen wiirde (man denke an das 
,,self-assembly" von Virushiillen oder von Bakterien- 
geil3eln aus monomeren Proteinen) oder ob ein vor- 
gegebenes Muster molekularer Organisation eine 
Rolle beim geordneten Einbau neuer funktioneller 
Elemente in die Membran einer wachsenden Zelle 
spielt. In Frage kame eine ,,primer"- oder sogar eine 
katalytische Rolle, z. B. die Umwandlung einer in- 
aktiven Vorstufe in eine aktive Komponente. Es gibt 
Hinweise fur die Beteiligung solcher enzymatischen 
Schritte beim Aufbau der Proteinhiille bestimmter 
komplexer Viren L201. Wesentlich verwickelter ist die 
Moglichkeit, daS die Membranstruktur nicht nur an 
der Anordnung, sondern auch an der Funktion ihrer 

[17] H .  Uetake, S. E.  Luria u. J .  W .  Burrous, Virology 5, 68 
(1958). 

[18] A .  Wright, M .  Dankert u. P .  W .  Robbins, Proc. Nat. Acad. 
Sci. U.S. 54, 235 (1965). 

[19] A .  Ryter, Y.  Hirota u. F. Jacob, Cold Spring Harbor 
Sympos. Quant. Biol. 33, 669 (1968). 

[20] W. B. Wood, R .  S .  Edgar, J. King, I .  Lielausis u. M .  Hen- 
ninger, Federation Proc. 27, 1160 (1968). 
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iktiven Bestandteile beteiligt ist, z. B. durch Uber- 
iragung von Signalen durch Konformationsande- 
rungen. Dadurch entstunde eine zusatzliche Regula- 
tionsebene fur die zellulare Funktion. 

An dieser Stelle kommen nun die Colicine ins Bild. 
Sie sind Proteinantibiotika, die fur manche Bak- 
terienstamme vom Colityp todlich sind, und die von 
anderen Bakterienstammen des Colityps produziert 
werden, die die entsprechenden genetischen Deter- 
minanten oder ,,colicinogenen Faktoren" besitzen. 
Es ist schon lange bekannt, da8 einige Colicine die 
Synthese makromolekularer Komponenten colicin- 
empfindlicher Zellen stoppen L21J. Ein wesentlicher 
Fortschritt war die Entdeckung, da13 verschiedene 
Colicine verschiedene biochemische Anderungen 
hervorrufen [221 und da13 die letale Wirkung einiger 
Colicine dadurch aufgehoben werden kann, daR man 
das Colicin von den Zellrezeptoren rnit Trypsin 
,,abdaut''[22,231. Dieser Angriff von auI3en zusammen 
rnit der Ein-Treffer-Kinetik der todlichen Wirkungen 
der Colicine lie13 vermuten, da13 ein einziges Colicin- 
molekul, das an irgendeine Oberflachenkomponente 
der Zellwand gebunden ist, nach Verstarkung einen 
bakteriostatischen oder baktericiden Effekt hervor- 
rufen konnte. Die Verstarkung sollte dabei in der 
Zellwand selbst vor sich gehen. Nomura [221 postu- 
lierte deshalb, daB ein an einen Rezeptor gebundenes 
Colicin auf ein spezifisches ,,biochemisches Target" 
einwirkt, indem es eine funktionelle h d e r u n g  irgend- 
eines spezifischen Elementes der cytoplasmatischen 
Membran hervorruft. Nomura [221 und ich [241 erwo- 
gen die Moglichkeit, da13 die Verstarkung durch 
Konformationsanderungen der Zeliwand als Ganzes 
ubermittelt werden konnte. Changeux und Thiery 1251 

haben die gleiche Idee auf der Basis allosterischer 
Wechselwirkungen zwischen den Membranproteinen 
weiterentwickelt. 
Nomura [221 zog folgende drei Typen von Colicinwir- 
kungen in Betracht: 1. den Abbruch der DNA-Syn- 
these und den Abbau der DNA (typisch fur Colicin 
E2); 2. die Hemmung der Proteinsynthese (typisch 
fur Colicin E3), die auf eine spezifische Veranderung 
einer Komponente der 30s-Ribosomen-Untereinheit 
zuriickgefuhrt werden konnte 1261; 3. den Abbruch 
der Synthese aller Makromolekule (typisch fur viele 
Colicine (El,  K, A, I)). Bei den Colicinen E2 und E3 
ist der biochemische Effekt streng multiplikativ, 
wahrend die todliche Wirkung (definiert durch die 
Unfahigkeit zu wachsen) eine strikte Ein-Treffer- 
Wirkung ist. Es ist aber noch nicht ganz klar, ob die 
beobachteten Effekte, so spezifisch wie sie sind, pri- 
mar oder sekundar sind. Fur Colicin K und E l  ent- 
sprechen sich die totende und die hemmende Wir- 

[2l] F. Jacob, L .  Siminovitch u. E.  Wollrnan, Ann. Inst. Pasteur 
83, 295 (1952). 
[22] M. Nornura, Cold Spring Harbor Sympos. Quant. Biol. 
28, 315 (1963). 
[23] B. L .  Reynolds u. P. R .  Reeves, Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 11, 140 (1963). 
[24] S. E. Luriu, Ann. Inst. Pasteur 107, 67 (1964). 
[25] J .  P .  Changeux u. J .  Thiery, J.  Theor. Biol. 17, 315 (1967). 
[26] J .  Koniskey u. M .  Nomura, J. Mol. Biol. 26, 181 (1967). 

kung sehr gut, so daR die beobachteten biochemi- 
schen Phanomene sehr vie1 enger rnit den Primar- 
effekten zusammenhangen konnten. 
Auf welche Weise nun hemmt ein einziges Colicin- 
molekul die Synthese aller Makromolekiile ? Ein 
wichtiges Ergebnis [26al war die Beobachtung, da13 
die Hemmung der Protein- oder Nucleinsauresynthe- 
se ausblieb, wenn Colicin E l  rnit E.-coli-Zellen re- 
agierte, die strikt anaerob wuchsen. Der Zutritt von 
Luft brachte eine schnelle, aber reversible Hemmung. 
Diese Beobachtung und die Tatsache, daS die Hem- 
mung der RNA- und der Proteinsynthese eher gleich- 
zeitig als nacheinander erfolgten, fiihrte die Levin- 
thals zur Vermutung, da13 der Primarangriff des Coli- 
cins E l  auf die oxidative Phosphorylierung gerichtet 
sein konnte - eine Funktion der cytoplasmatischen 
Membran. Der ATP-Spiegel wurde drastisch ge- 
senkt, jedoch nicht bis auf Null. 

Auf der Basis dieses Wissens und unseres Interesses 
an makroregulatorischen, in der bakteriellen Mem- 
bran lokalisierten Mechanismen versuchten meine 
Mitarbeiter und ich, Beziehungen zwischen Colicin- 
wirkung und Anderungen von Membraneigenschaf- 
ten wie Permeabilitat und Transport zu finden. Ich 
mochte hier nur uber die Arbeiten rnit Colicin El 
und K berichten, bei denen wir in gewissem MaSe 
Erfolg hatten. 
Kay Fields und ich untersuchten zuerst den EinfluB 
dieser Colicine auf den Transport und die Anhaufung 
von P-D-Galaktosiden durch colicin-behandelte E.- 
coli-Zellen [271. Unsere Ergebnisse zeigten, daR die 
energieabhangige Anhaufung drastisch abgenommen 
hatte, wahrend die Transportgeschwindigkeit von 
o-Nitrophenylgalaktosid (ONPG) (gemessen als 
Geschwindigkeit der Hydrolyse durch die Galakto- 
sidase der intakten Zelle) kaum beeintrachtigt war. 
Diese Zellen hatten also kein ,,Leek“ fur ONPG be- 
kommen. Die Anhaufung von u-Methylglucosid, fur 
die die Energie eher durch Phosphoenolpyruvat als 
durch ATP geliefert wird [281, lie13 sich durch Colicin 
El  und K nicht beeinflussen - ein Hinweis darauf, 
daB die Glykolyse inTcolicin-gehemmten Zellen 
weiterging. 
Als wir das Schicksal der von den colicin-behandelten 
Zellen aufgenommenen Glucose weiter verfolgten, 
fanden wir unerwartet einen Hinweis auf das, was wir 
suchten: eine spezifische Anderung der Membran- 
permeabilitat [291. Die behandelten Zellen schieden 
ungefahr ein Drittel des Glucose-Kohlenstoffes als 
Glucose-6-phosphat, Fructose-l,6-diphosphat, Di- 
hydroxyacetonphosphat und 3-Phosphoglycerat in 
das Medium aus. Andere Intermediarprodukte wur- 
den nicht in mel3baren Mengen ausgeschieden. AuDer- 
dem trat fast nur noch Pyruvat statt Acetat und C02 
als kurzkettiges Abbauprodukt der Glucose auf. 
Dies beruhte nicht auf einer Durchlassigkeit fur 

[26a] F. Levinthal u. C. Levinthal, personliche Mitteilung. 
[27] K .  L .  Fields u. S.  E.  Luria, J. Bacteriol. 97, 57 (1969). 
[28] W. Kundig, S .  Ghosh u. S.  Roseman, Proc. Nat. Acad. Sci. 
U.S. 52, 1067 (1964). 
[29] K .  L .  Fields u. S .  E .  Luria, J.  Bacteriol. 97, 64 (1969). 
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Pyruvat, da diese Substanz in Lactat umgewandelt 
werden konnte, sofern die colicin-behandelten Zellen 
signifikante Mengen Lactat-Dehydrogenase enthiel- 
ten. Die Produktion von Pyruvat anstelle von Acetat 
IaBt vielmehr den SchluB auf eine spezifische, direkte 
oder indirekte, Hemmung der Pyruvatoxidation zu. 
Auch die Wirkung auf den Energiestoffwechsel er- 
wies sich als komplizierter als nur als eine Hemmung 
der oxidativen Phosphorylierung. LaBt man E.-coli- 
Zellen fermentativ auf Glucose unter annahernder, 
aber nicht strikter Anaerobiose wachsen, so ist die 
Protein- und Nucleinsauresynthese fast so empfind- 
lich gegeniiber Hemmung durch Colicine wie in 
aeroben Zellen. Sogar Hamin-Mangelmutanten, die 
durch Luftsauerstoff strikt gehemmt werden, waren 
empfindlich gegenuber Colicinen, sobald die Anaero- 
biose nicht vollstandig war. 
Diese Beobachtungen lassen vermuten, daB einer der 
Primareffekte dieser Colicine eine (reversible) Ande- 
rung der cytoplasmatischen Membran sein konne. 
Voraussetzung ist die Anwesenheit von etwas Sauer- 
stoff; die Anderung der Membran bewirkt eine Hem- 
mung ATP-abhangiger Prozesse, weil die Verfiigbar- 
keit von ATP eingeschrankt ist. Dies mag eine Folge 
verringerter ATP-Produktion oder vermehrten ATP- 
Abbaus sein. Die Tatsache, daB biosynthetische 
Prozesse trotz signifikanter Restkonzentrationen an 
ATP blockiert sind, mag zum Teil auf die Akkumula- 
tion von AMP zuriickgehen und auf das resultierende 
Anwachsen des AMPIATP-Verhaltnisses 1301. Tatsach- 
lich verhalt sich eine E.-coli-Mutante rnit einer hitze- 
empfindlichen AMP-Kinase bei hohen Temperaturen 
ganz ahnlich wie colicin-gehemmte Zellen [311. 

Auf der Suche nach weiteren Colicineffekten auf 
Membranen hat David Feingold, der das letzte Jahr 
als Gast in unserem Laboratorium verbrachte, den 
EinfluB von Colicin E l  auf die Protonenaufnahme 
von Bakterien in Gegenwart von Carbonyldicyanid- 
rn-chlorphenylhydrazon (CCCP) erforscht, einem 
hochaktiven Entkoppler der oxidativen Phosphory- 
lierung, der die H+-Permeation verbessert 1321. Das 
Colicin selbst steigert die Permeabilitat fur Protonen 
nicht, sondern es verhindert den schwachen pH- 
Anstieg, den man bei normalen gewaschenen Zellen 
beobachtet. Aber die Colicinbehandlung macht die 
Bakterim sogar bei sehr niedrigen Dosen empfind- 
lich gegenuber CCCP, so daB sich der Gleichgewichts- 
zustand fast augenblicklich auf die Zugabe von nur 
10-6 mol/l CCCP zur Zellsuspension einstellt. Die 
Wirkung von Colicin El auf E. coli gleicht also dem 
Effekt von Valinomycin auf gram-positive Bak- 
terien [32J. Unabhangig von uns sind ahnliche Beob- 
achtungen von Hirata und Mitarbeitern [331 gemacht 
worden. In Dr. Feingolds Laboratorium sind Ver- 
suche im Gange, die entscheiden sollen, ob diese 
Wirkung des Colicins eine sekundare Folge der 
Hemmung des Energiestoffwechsels ist oder ob das 

[30] D. E. Atkinson, Annu. Rev. Biochem. 35, 85 (1966). 
[31] D .  Cousin, Ann. Inst. Pasteur 113, 309 (1967). 
[32] F. M. Haroldu. J .  R. Baardn, J. Bacteriol. 96, 2025 (1969). 
1331 H. Hirata, S. Fukui u. S.  Ishikawa, J. Biochem. 65, 843 
(1969). 

Colicin spezifisch die Permeabilitat z. B. der K+- 
Ionen beeinflufit, so daR sie gegen H+-Ionen ausge- 
tauscht werden konnen, wenn das CCCP diesen den 
Zutritt verschafft. 

Colicin-tolerante ,,Membran"-Mutanten 

Andere Beobachtungen ermoglichten es, zwischen 
den Folgen der Colicinwirkung und funktionellen 
Eigenschaften der Bakterienzellwand Beziehungen 
zu finden. Rosa Nagel de Zwaig und ichc341 haben 
Bakterienmutanten einer Klasse, die ,,tolerant" 
gegenuber bestimmten Colicinen ist, untersucht; sie 
binden die Colicine, ohne durch sie beeintrachtigt zu 
werden. Ahnliche ,,to]"- oder ,,ref"- (,,refraktori- 
sche") Mutanten sind auch in mehreren anderen 
Laboratorien untersucht worden. Wir wurden mit 
der Entdeckung begliickt, daR iibereinstimmend mit 
den Erwartungen iiber die Rolle der Membran bei 
der Colicinwirkung alle gepriiften tol-Mutanten 
irgendwelche Membrandefekte aufwiesen. Die Mu- 
tanten einiger Klassen sind labil, so darj viele Zellen 
spontan wahrend des Wachstums lysieren, gerade als 
wenn die Synthese der Zellwand beeintrachtigt ware. 
Wie andere Mutanten von Enterobakterien mit Zell- 
wanddefekten sind diese tol-Mutanten sehr empfind- 
lich gegenuber Desoxycholat, moglicherweise weil 
die Membran fur dieses oberflachenaktive Reagens 
zuganglich geworden ist. Noch interessanter war, 
daB eine ganze Klasse von tol-Mutanten sich als sehr 
empfindlich gegenuber einer Reihe organischer Farb- 
stoffe erwies, meist kationischen wie Acridinen, Athi- 
diumbromid und Methylenblau. Wir konnten nach- 
weisen, daB die Empfindlichkeit gegeniiber den Farb- 
stoffen eine Folge der raschen Aufnahme des Farb- 
stoffes durch die mutierten Zellen war, wahrend die 
normalen Zellen fast impermeabel sind. Auf diese 
Weise war nun eine Beziehung zwischen der Colicin- 
toleranz und einer spezifischen Anderung der Mem- 
branpermeabilitat hergestellt [ * 1.  

Einige vorlaufige analytische Untersuchungen iiber 
die Zusammensetzung der Zellwand normaler Bak- 
terien und toleranter Mutanten haben keine signifi- 
kanten Unterschiede zwischen ihnen erbracht. Die 
Chemie der Zellwand von Enterobakterien ist extrem 
komplex und bisher nur sparlich bekannt. Selbst 
wenn man chemische Anderungen findet, ist es nicht 
leicht zu entscheiden, ob sie fur das untersuchte 
Phanomen relevant sind oder nicht. Ein solcher Fall 
ist z. B. die Veranderung der Phospholipid-Zusam- 
mensetzung bei colicin-behandelten Bakterien 1351. 

[34] R.  Nagel de Zwaig u. S. E. Luria, J. Bacteriol. 94, 1112 
(1967). 
[*I Die naive Idee einer Verstarkung der Colicinwirkung durch 
Anderung der Gesamtkonformation der Bakterienmembran 
wird durch einige neuere Ergebnisse rnit warmeempfindlichen 
tol-Mutanten nicht gestiitzt; die Zellwand verhalt sich dabei 
wie ein Mosaik von empfindlichen und toleranten Regionen je 
nach der Temperatur wahrend ihrer Synthese [36]. 
[35] D .  Cavard, C.  Rampini, E .  Bmba u. J .  Polonovski, Bull. 
SOC. Chim. Biol. 50, 1455 (1968). 
[36] R.  Nagel de Zwaig u. S .  E .  Luria, J. Bacteriol. 99, 78 
(1 969). 
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Ermutigend ist immerhin, daR sowohl die Unter- 
suchung der Wirkung bestimmter Colicine als auch 
die Untersuchung colicin-toleranter Mutanten auf 
den Zusammenhang zwischen dem Ort der Colicin- 
wirkung und der Funktion der Bakterienmembran 
hinfiihrt. Die Beziehung ist zur Zeit allerdings noch 
recht diinn und indirekt. Aber die Beobachtungen 
sind ermutigend genug, um uns hoffen zu lassen, daB 
die Untersuchung der Colicinwirkung Organisations- 
zusammenhange innerhalb der Membran aufdecken 
wird, durch welche einige der entscheidenden Funk- 
tionen der Bakterienzelle bestimmt werden. 

I -  

Nachwort 

Es gibt interessante Analogien zwischen dem jetzigen 
Stand der Colicinforschung und dem Stand der 
Bakteriophagenforschung anfangs der vierziger Jahre. 
In beiden Fallen wurden Phanomene, die von den 
Pionieren dieser Gebiete beschrieben worden waren, 
von kleinen Forschergruppen unter neuen Aspekten 
bearbeitet. In der Phagenforschung war es das Ziel, 
Aufschliisse uber die elementaren Phanomene der 
Reproduktion zu erlangen, und man hoffte, daD die 
Virusreproduktion helfen wiirde, die Replikation des 
genetischen Materials aufzudecken. In der Colicin- 
forschung ist das neue Ziel die Kenntnis der Funk- 
tionen der cytoplasmatischen Bakterienmembran in 

ZUSCHRIFTEN 

der Annahme, daR die Ergebnisse auch ein Licht auf 
das allgemeine Problem der funktionellen Organisa- 
tion zellularer Membranen werfen. In beiden Fallen 
bedeutet die Verwendung der einfachen bakteriellen 
Systeme einen Abschied von den traditionellen 
Materialien der betreffenden Disziplinen, der Genetik 
und der ,,Membranologie". 
Wie bei der Bakteriophagenforschung vor 25 Jahren 
gibt es heute in dcr Colicinforschung nur wenige 
Praktiker; sie stehen miteinander in Verbindung, und 
sie sind nur recht mal3ig von ihrem Erfolg iiberzeugt 
- und sie fiirchten ein wenig, daR der Erfolg wieder- 
um ein ruhiges Forschungsgebiet in eine ,,monstrose 
akademische Disziplin" C371 umwandeln konne. Wie 
bei der Phagenforschung wissen wir, darj wir befrie- 
digende Antworten erst dann erwarten diirfen, wenn 
die untersuchten Probleme so weit vorangetrieben 
sind, daB ein direkter biochemischer Zugang mog- 
lich ist. Dies mag sich dann als eine Art von Bio- 
chemie erweisen, so neu wie die der Genfunktion 
und -replikation zu ihrer Zcit. Moglicherweise setzen 
auch wir bedeutungsvolle und anregende Dinge in 
Gang. 

Die Arbeiten des Autors und seiner Mitarbeiter wurden 
von der National Science Foundation und den Naf ional  
Znstitutes of Heal th  unters fc t z t .  
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Ubersetzt von Dr. Thomas HLipner, Heidelberg 
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Das Photoelektronen-Spektrum 
des Cyclobutans [I] 

Von Peter Bischof, Edwin Haselbach und 
Edgar Heilbronner [*I 

In Tabelle 1 sind die vertikalen Ionisationspotentiale I, des 
Cyclobutans C4Hs angegeben, die dem Photoelektronen- 
Spektrum (PE-Spektrum) dieser Verbindung entnommen 
wurden [21. Die Zuordnung zu Orbitalen bestimmten Sym- 
metrieverhaitens kann hier - unter der Voraussetzung der 
Giiltigkeit des Theorems von Koopmans 131 - anhand der- 
jenigen Orbitalenergien E = -1, vorgenommen werden, die 
man fur Cyclobutan nach einem SCF-ab-initio-Verfah- 
ren 141, nach dem MINDO/ZVerfahren 151 oder dem verall- 
gemeinerten Huckel-Model1 (EHT) [61 erhalt (siehe Tab. 1). 

Tabelle 1. VertikaIe Ionisationspotentiale und Orbitalenergien des 
Cyclobutans. 

Die ab-initio- und EHT-Ergebnisse, die uns Salem und 
Wright zur Verfugung stellten (vgl. 179, beziehen sich auf 
folgende Strukturparameter: Symmetrie D4h; C-C = 

1.556A; C-H = 1.095A, Winkel HCH = 116'[81. Im 
MIND0/2-Verfahren wurde die Gesamtenergie des Cyclo- 
butan-Molekuls ohne Restriktion der Topographie mini- 
misiert, mit Ausnahme der Festlegung von C-H = 1.093A 
und des Winkels HCH = 120'. In diesem Fall liefert die 
Rechnung innerhalb der Konvergenzkriterien des Mini- 
misierungsverfahrens eine D&-StrUktUr mit C-c = 1 . 5 3 4  A. 
Es sei bemerkt, dal3 experimentell fur Cyclobutan eine D2d- 

I I --- 
Berechnete Orbitalenergien (eV) 

3e, 4e 10.7 [b]; 

lbl, 4a1 11.7 

leg 3e 13.4; 

3 a ~  3az 15.9 
3a2, 3bl 18.2 

11.3 (JT) [c] 

lbig lbr 12.5 

13.6 (JT) [cl 

-10.50 

-11.82 
-12.47 
-14.38 

-16.05 
-17.53 

- 9.88 

-10.35 
I 1.93 

1 113.17  

, -15.23 
-17.94 

-12.83 

-13.92 
-14.09 
-15.36 

-15.68 
-16.81 

Orbital- 
Charakter 

[a] Siehe [4]. 
[c] Jahn-Teller-Aufspaltung. 

[b] Electron-Impact-Wert: 10.58 eV, vgl. [131. 

- 1 7 1  -~ 
-18 -/- 3% 3 4  

12290.11 
Abb. 1 .  
vertikalen Ionisationspotentialen I, = -6 des Cyclobutans. 

Vergleich der berechneten SCF-Orbitalenergien E mit den 
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