Der lac-Repressor

Von Benno Miiller-Hill!*!

Repressoren sind Proteine, die im Wechselspiel mit Induktoren und Operatoren die Syn-
these von Enzymen in der Zelle regulieren. Der lac-Repressor sorgt dafiir, daBi dem
Bakterium Escherichia coli die je nach Lactoseangebot im Nahrmedium nétige Menge
B-Galaktosidase zur Verfiigung steht. Aus E. coli hat sich der lac-Repressor isolieren
lassen. Der Fortschrittsbericht beschreibt den Weg zu allen diesen Erkenntnissen sowie
dic Bildung und Wirkungsweise des Repressors.

1. Einleitung

Einige der Mechanismen, die die Proteinsynthese in
Bakterien begrenzen und regulieren, sind im Lauf der
letzten Jahre bekanntgeworden. Das Bakterium Esche-
richia coli ist fiir eine solche Analyse besonders geeignet,
da sein Chromosom insgesamt nur 3000 Proteine codie-
ren kann. Sie alle werden in Ubereinstimmung mit dem
.zentralen Dogma‘ der Molekularbiologie gebildet:

DNA RNA Protein

Transcription Translation

Die Coli-DNA wird in Abschnitten transcribiert, die
jeweils 1 bis 20 Gene umfassen. Die Start- und vermut-
lich auch die Abbruchspunkte der Transcription sind
fixiert. Die Signale fiir den Start der Transcription haben
den Namen Promotoren erhalten. Thre Basensequenz
ist bisher unbekannt.

Es ist klar, daB nur wenige Protein synthetisierende Sy-
steme in einer Zelle zur gleichen Zeit voll in Aktion sein
konnen. Wiare dem nicht so, so wiirde sich die Zelle mit
unnotigem Protein fiillen, wiirde langsamer wachsen und
in der Evolution benachteiligt sein. Eine in Gegenwart
von Glycerin wachsende E.coli-Zelle bendtigt z. B. En-
zyme zum Abbau des Glycerins, aber nicht die 3-Galak-
tosidase, die Lactose abbaut. Von diesem Enzym enthilt
sie nur wenige Molekiile. Wachsen die Bakterien aber
einige Generationen lang in Gegenwart von Lactose, so
steigt der B-Galaktosidase-Spiegel auf das 500-fache an:
ungefihr 2% des 16slichen Proteins sind jetzt §-Galakto-
sidase. Ahnlich drastische Anderungen der Protein-
menge finden sich bei vielen katabolischen Enzymsyste-

sonders wahrscheinlich, aber die Hemmung spiterer
Stufen ist ebenfalls moglich. Nach der Theorie von Jacob
und Monodhaben die Strukturgene des Lactose-Systems
eine negativ regulierte Startregion fiir die Transcription.
Dafiir werden zwei Regulationselemente bendtigt: 1. ein
diffundierbares Genprodukt (der Repressor), das in der
Lage ist, miteinem ,,Signal** (dem Induktor) in Wechsel-
wirkung zu treten, und 2. eine DNA-Region (der Ope-
rator), nahe dem Promotor, mit der der Repressor
gleichfalls in Wechselwirkung tritt, so da Beginn oder
Fortgang der Transcription blockiert werden. Die nega-
tive Regulation durch sterische Hinderung, und die Un-
terscheidung zwischen dem regulatorischen Apparat
einerseits und den zu regulierenden Proteinen anderer-
seits, sind die grundlegenden Aspekte des Modells. Diese
Theorie hat sich in allen ihren Teilen als korrekt erwie-
sen.

2. Das i-Gen und der lac-Repressor
2.1. Das System

Das Lactose-System ist im Lauf der letzten 25 Jahre ein-
gehend untersucht worden(?. Abbildung 1 zeigt eine
schematische Genkarte des Lactose-Systems in E. coli.
Das System enthalt drei eng miteinander verbundene
Strukturgene, z, y und a, die die Information fiir die p-
Galaktosidase (z), die lac-Pcrmease (y) und die Trans-
acetylase (a) enthalten. Sie werden in ein Molekiil mes-
senger-RNA (m-RNA) transcribiert!!). Die Ableserich-
tung lauft von z nach al'-3l. Zwischen der fiir den Start

Promotar  Promotor Operator

men, die Zucker, Aminosduren oder Lipide abbauen, . Regulatorisches
und bei vielen anabolischen Systemem, die Aminosduren i lac-Gen ’ lac - Strukturgene
. v .. .. [ |
oder Vorlaufer von Nucleinsiuren synthetisieren. TR LTS L. Tt S S N I
. . Transcription ¢
1961 schlugen Jacob und Monod einen negativen Regu- RNA :-Gen-m-RNA lac-m-RNA

lationsmechanismus fiir das Lactose-System vor!il. Die
biochemische Verwirklichung der negativen Regulation
ist einfach: eine reversible sterische Hinderung des Pro-
zesses, der reguliert werden soll, geniigt. Sie kann sich
auf jeder Stufe des Prozesses abspielen. Die Hemmung
des ersten Schrittes der Proteinsynthese erscheint als be-
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Abb. 1. Das lLactose-System aus E.coli: DNA macht RNA, RNA macht
Protcin - das ist das Dogma der Molekularbiologie. Am regulatorischen
i-Gen wird die 1-Gen-messenger-RNA synthetisiert, die in das Repres-
sor-Protein iibersetzt wird. An den lac-Strukturgenen wird die entspre-
chendc messenger-RNA gebildet, dic in drei Proteine iibersetzt wird:
B-Galaktosidase, lac-Permease und Transacetylase. Die Promotor-Orte
(p) sind dic Startstellen der Transcription. Am Operator (0) wird dic
Synthesc des lac-Messengers reguliert. Die Abbildungen 1 bis 3 sind nicht
im korrekicn MabBstab gezeichnet.
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der Transcription verantwortlichen DNA-Region, dem
Promotor (p,), und dem Beginn des Z-Gens liegt eine
DNA-Sequenz, an die sich der Repressor in Abwesen-

-=—— freie ANA-Polymerase

(48077} Represscr—Uperator-l(omplex

Abb. 2. Repression: Der Repressoristandie Operator-DNA gebunden.
Die RNA-Polymerase-Molckile konnen nicht an ihre Staristelle p,
(Promotor) gelangen. um an den lac-Struktur-Genen messenger-RNA
zu synthetisicren. Auch am Promotor p; des i-Gens befindet sich keine
RNA-Polymerase: er gilt als schlechter Promotor. Nur schr selten wird
cine Transcription des i-Gens mit Erfolg gestartet. Das cap-Protein [65]
und cyclische AMP [64] sind in den Abbildungen 2 und 3 weggelassen
(siche Abschnitt 3.7).

Das ist die klassische Interpretation der Induktion. Wie
wir spiter sehen werden, ist sie nur teilweise richtig: ter-
niare Komplexe (ORI) spielen ebenfalls eine wichtige
Rolle.

2.2. Eigenschaften des Wildtyp-i-Gen-Produktes:
Spezifitit der Induktion

Lactose crhoht die Geschwindigkeit der -Galaktosi-
dase-Synthese in Escherichia coli. Das Produkt des y-
Gens (lac-Permease) ist notig fiir das Eindringen der
Lactose in die Zellel®). Eine y~-Mutante, dic also kein
aktives y-Gen-Produkt erzeugt, kann durch Lactose

Ecoli - Zeile

heit von Induktor bindet (Abb. 2)[*l, Diese Region wird HCHYO% o " CH?U%
il
Operator (0) genannt. Is.t der Repressor ap dfen Operator CH,OH OH CH,OH OH CH,OH
gebunden, kommt es nicht zur Transcription der lac- 0 r0 H on =0 (0 H OH }—0_ r0-CH,
Strukturgene. Promotor, Operator und die Strukturgene 0 OH OK OK OH OK
; : ; p———— T - OH
b.1lden zusam.men ein Operon. Dgr Rt?pressor wird durch oH lac-Permease  OH p-CGalaktosidase  OH OH H
ein Gen, das i-Gen, codiert, das sich links an den Promo- {Basalkonzentration! IBasalkonzentration) OH
tor p, anschlie8t. Das i-Gen wird ebcnfalls von links nach Lactose Lactose 1-6-Allolactose

rechts transcribiert, so da3 sich sein Promotor (p;), das
heiBt die Startstelle seiner Transcription, an seinem lin-

Induktion
Repressor- der Synthese von
1-6-Allolactose ==—===Allolactose - - —e A-Gal aktosidase.

ken Ende befindet*l. Die Reihenfolge aller lac-loci ist  Nahrmedium + Repressor komplex lac-Permease
also p,, 1, p,. 0, 2, y, a. [Fa07T) Transacetylase

Das Produkt des i-Gens, der lac-Repressor, verhindert
den Start oder das Fortschreiten der Transcription der
lac-Strukturgene in Abwesenheit von Induktor. In Ge-
genwart eines Induktors hort die Wechselwirkung zwi-
schen Repressor und Operator auf, die Transcription

RNA - Potymerase RNA-Pglymerase bes

Abb. 4. Induktion mit Lactose: Zunachst muB Lactose in die Zelle ¢in-
treten. Dazu ist lac-Permeasc erforderlich. von der auch in uninduzierten
Zellen immer cinige Molekiile vorhanden sind. Die Lactose mufl dann
auf ein §-Galaktosidase-Molekiil treffen. Nicht induzierte Zellen enthal-
ten einige Molekile B-Galaktosidase. Hier wird die l.actose entweder
hydrolysiert oder in ein Lactose-Isomer (1-2-, 1-3-, 1-6-Allolactose)
umgewandelt. Nur 1-6-Aliolactose kann an den lac-Repressor gebunden
werden.

am Start der "raascription
o \‘\ % 4 ) y ‘ ) nicht zur Bildung der Enzyme fiir den Lactose-Abbau
H @ : @ '@ @ — induziert werden, weil die Lactose nicht in die Zelle ein-
- v ! ‘ dringen kann. Hat die Lactose Eintrittin die Zelle gefun-
1°15 - = = ] den, so ist sie immer noch zur Induktion unfihig!”l. Sie
- ﬂ% 1716 lac-messenger- RNA muB zunichst durch die wenigen Molekiile 3-Galaktosi-
PTG B-Galaktosdase lac-Permease Transacetylase dase, die auch in einer nicht induzierten Zelle vorhanden
Repesser-induktor- - sind, in den richtigen Induktor umgewandelt werden. f3-
Komplex [A807.3) Galaktosidase spaltet nicht nur Lactose in Galaktose und

Abb. 3. Induktion: Der Induktor wurde zugefiigt. Alle Repressor-Mo-
lekiile befinden sich in Repressor-Induktor-Komplexen. die sich nichtan
den Operator binden konnen. Der Operator ist frei. Ein RNA-Poly-
merase-Molekiil ist dabei. von der Promotorstelle des Struktur-Gens aus
seinc Reise auf der DNA zustarten. Dic Transcription beginnt. Bevor dic
Polymerasc das Ende des Strukturgens erreicht, beginnen andere Poly-
merase-Molekiile ihre Reise. Die langen Ketten der bereits transcribier-
ten messenger-RNA hingen von den RNA-Polymerasc-Moickiilen
herab. An ihnen werden die Struktur-Proteine synthetisiert.

kann ablaufen (Abb. 3). Der Repressor existiert in zwei
Formen: die eine Form (R) ist in der Lage, den Induktor
(1), aber nicht die Operator-DNA (O) zu binden. Die
andere Form (R’) kann die Operator-DNA (O), aber
nicht den Induktor (1) binden. Da die Induktion rasch
verliuft, muB sich das Gleichgewicht zwischen den For-
men R und R’ rasch einstellen:

Glucose, sondern tiibertrigt auch den Galaktoseteil der
Lactose auf geeignete Acceptoren!®l. Als solche kdnnen
Molekiile dienen, die aliphatische Hydroxygruppen tra-
gen. Unter den Produkten der Galaktose-Ubertragung
sind das 1-6-Isomer der Lactose (Allolactose) und
das Galaktosido-f3-p-glycerin Induktoren des lac-Sy-
stems!’-%. Andere Lactose-Isomere, die ebenfalls gebil-
det werden, haben sich als inaktiv erwiesen. Die gesamte
Reaktionskette ist in Abbildung 4 wiedergegeben.

Um die experimentellen Komplikationen, die damit ver-
bundensind, zu umgehen, hat man Galaktoside syntheti-
siert, die auch in Abwesenheit der Permease in dic Zelle
eindringen kénnen, die auch ohne vorherige Einwirkung
von B-Galaktosidase Induktoren sind, und die durch B-
Galaktosidase nicht hydrolysiert werden!'™'!l. Der wirk-
samste dieser synthetischen Induktoren ist Isopropyl-1-

OR'=0 + R’ i X ) L

R'=R thio-B-p-galaktopyranosid (IPTG). Es wirkt bei einer
R+I=RI niedrigeren Konzentration induzierend als alle anderen
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lac-Induktoren, und unter Sittigungsbedingungen er-
zeugt es die kréftigste 3-Galaktosidase-Synthese.

Jede Analyse der Konzentrationsabhingigkeit der In-
duktion hat zur Voraussetzung, dall die Konzentration
des Induktors innerhalb der Zelle bekannt ist. Die Jo-
nenkonzentration muf} nicht gleich der AuBenkonzen-
tration im Ndhrmedium sein, da der Induktor in der Zelle
angehauft werden kann. Das ist der Falll'? beim 1-B-p-
Galaktosidoglycerin, von dem man eine Zeit lang an-
nahm, es sei der wirkungsvollste Induktor des lac-Sy-
stems!’],

Unter den synthetischen Zuckern hat man solche gefun-
den, die die Induktion hemmen!®). Der am besten unter-
suchte dieser Antiinduktoren ist das o-Nitrophenyl-p-
p-fucopyranosid (ONPF). Man kann sich seine Wirkung
durch Bindung an die Form des Repressors vorstellen,
die sich an den Operator bindet!!3), so daB der Opera-
tor-Repressor-Komplex stabilisiert wird. Es iiberrascht
nicht, daB es mehrere Zucker gibt, die zu beiden Klassen
gehoren: sie induzieren schwach, und sie hemmen die In-
duktion schwach. Man hat sie paradoxe Verbindun-
gen!®] genannt. Die Strukturunterschiede zwischen In-
duktoren, Antiinduktoren und inerten Verbindungen
sind ziemlich klein (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1. Spezifitit von Induktion und Antiinduktion.

Induktoren:
1-6- O-B-p-Galaktopyranosyl-p-glucose (7,9]
Isopropyl- 1 -thio-B-p-galaktopyranosid {11}

Antiinduktor:
o-Nitrophenyl-f-p-fucopyranosid [9]

Schwacher Induktor und schwacher Antiinduktor:
p-Aminophenyl-1-thio-f-p-galaktopyranosid [14]

Inerte Analoge:
1-4-O-B-p-Galaktopyranosyl-p-glucose (Lactose) [7, 9]
p-Nitrophenyl-B-p-fucopyranosid [9]

o-Nitrophenyl- 1 - thio-B-p-fucopyranosid [9]

2.3. Mutanten des i-Gens

Das i-Gen ist durch eine groBe Zahl von Mutanten cha-
rakterisiert, die in verschiedenen Phinotypen auftreten
(Tabelle 2). Sie lassen sich in zwei Klassen einteilen:
Mutanten, die nicht mehr reprimieren, und Mutanten,
deren Fahigkeiten zur Bindung von Induktoren veran-
dert sind.

Mutanten der ersten Klasse, in denen sich das Produkt
des i-Gens nicht mehr wirksam an den Operator bindet,
sind konstitutiv, das heiBt, sie produzieren unter allen
Umstinden groe Mengen von B-Galaktosidase(!). Man
bezeichnet sie als i~ (das Minus-Zeichen deutet die Ab-
wesenheit eines aktiven i-Gen-Produktes an). Zwei
Klassen solcher i"-Mutanten sind gefunden worden: Re-
zessivel!l und transdominante (i~9)['%-16l; mit ,,rezessiv**
ist gemeint, daB die Einfilhrung eines zweiten funktio-
nierenden i*-Gens in eine Zelle, die bereits ein i”-Gen
tragt, zur Repression fiihrt. Das neue i*-Gen produziert
aktiven Repressor, der durch eventuell vorhandene Pro-
dukte des i~-Gens nicht beeinflut wird. ,,Transdomi-
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Tabelle 2. Mutationen im i-Gen.

Genotyp | Biolog. Phinotyp(iz'y") Molekularer Phanotyp Lit.
it Wildtyp, induzierbar, Ca. 10 Molekiile nor- 1]
wichst auf Lactose maler Repressor pro
Zelle
1" Konstitutiv, wichst Der muticrte Repressor 1]
auf Lactose bindet nicht anden
Operator. Er stoppt nicht
die Transscription der
lac-Strukturgene
i Konstitutiv, transdomi- i~*-Repressor bindet (15, 16]
nant, wichst auf Lactose nicht an den Operator.
Bildet mit i*-Repressor
gemischte i"/i?-Oligo-
mere, die sich ebenfalls
nicht an den Operator
binden
it Normale basale 3-Galak- Repressor bindet den [23]
tosidaseaktivitit, keine Operator, aber schlecht
Induktion mit niedrigen oder gar nicht den In-
Induktorkonzentrationen, | duktor
transdominant iberi®,
wichst nicht auf Lactose
if Konstitutiv, 3-Galaktosi- Noch wenig untersucht 20, 21)
dase-Synthese wird durch
einige Galaktoside re-
primiert
iT Konstitutiv bei hoher Repressor ist tempera- {22]
Temperatur, bei niedri- turempfindlich
ger Temperatur wie Wild-
typ, wichst auf Lactose
iTss Konstitutiv bei hoher Repressor-Unterein- [22]
Temperatur, bei niedri- heiten sind temperatur-
ger Temperatur wie Wild- empfindlich, der tetra-
typ, wichst auf Lactose mere Repressor ist stabil
it Induktion durch subnor- Repressor bindet IPTG [16}
male IPTG-Konzentratio- | fester als normal
nen, wichst auf Lactose
it Wildtyp, wichst auf Ca. 200 Molekiile nor- [16]
Lactose maler Repressor pro
Zelle
i*4Per9 1 Wildtyp, wiichst auf Ca. 1000 Molek ile nor- [19]
Lactose maler Repressor pro
Zelle

nant* bedeutet dagegen, daB der konstitutive Charakter
des i~-Gens iiber den i~-Charakter des anderen i-Gens
dominiert. Zu den rezessiven gehoren: a) die ,,non-
sense‘‘-i~-Mutanten!'”-!8)_in denen nur das amino-ter-
minale Ende des i-Gen-Produktes hergestellt wird,
b) einige, aber nicht alle i-Gen-Deletionen (Mutanten,
deren i-Gen teilweise oder vollstindig fehlt), und
c) einige, aber nicht alle ,,missense‘‘-Mutationen, in de-
ren i-Gen-Produkt eine Aminosdure durch eine andere
ersetzt ist. Unter den transdominanten Mutationen sind
drei ,,missense‘-Mutationen!!5:1®] aber auch drei Dele-
tionen gefunden worden!!”], die alle in das Aminoende
hineinreichen. Ihr Verhalten kann durch negative Kom-
plementation (d. h. die Bildung von gemischten i~i~9-
Oligomeren) 1%l erklart werden: der i~9-Charakter einer
Untereinheit ,,verdirbt* alle ,,guten** i*-Untereinheiten.
Das ist insofern moglich, als der normale Repressor ein
Tetrameres ist (siehe unten). Denkbar wére auch, da8
deri~4-Repressor an den Operator gebunden wird, ohne
daB Repression eintritt. Es gibt auch i~-Mutanten, in de-
nen der Repressor nach Zugabe von synthetischen Zuk-
kern wie IPTG, ONPF oder DTG (Thiodigalaktosid) an
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den Operator gebunden wird (2%-21l, Sie haben die Be-
zeichnung iR bekommen. In den meisten dieser Falle ist
die Repression nicht quantitativ.

ZweiKlassen von temperaturempfindlichen i -Mutanten
sind isoliert worden!?2l; Mutanten, in denen das i-Gen-
Produkt selbst temperaturlabil ist (i™"), und Mutanten,
indenenein Vorldufer (die Untereinheit) des Repressors
temperaturlabil ist (i75%).

Es gibt zahlreiche Mutanten, in denen IPTG oder Lac-
tose bei den iiblichen Konzentrationen nicht induzieren.
Der Phinotyp solcher Mutanten ist lac , das heift sie
konnen auf [.actose nicht wachsen. Sie sind transdomi-
nant. Der Defekt liegt im i-Gen, ihre Bezeichnung ist
(231, Sie sind ziemlich selten. Nur 0.2 % unabhiingiger
lac -Mutanten haben diesen Genotyp. Man kann an-
nehmen, daB in ihnen die Bindung des Induktors an den
Repressor schwicher ist oder, weniger wahrscheinlich,
daB die Bindung noch fest ist, aber daB der Repressor
auch in Gegenwart des Induktors an den Operator ge-
bunden wird. Revertanten dieser Mutanten, die auf Lac-
tose wachsen konnen, sind fast vollstandig vom Typ i~
oder o° (siehc unten), weil es viel leichter ist, das i-Gen
durch eine Mutation zu stdren, als genau das Basenpaar
zu reverticren, das aus dem urspriinglichen i" - einen i*-
Typ gemacht hat. Eine seltene Mutante (i') ist isoliert
worden, in der die Bindung des Repressors an IPTG fe-
ster als normal ist(24],

p. 1 - Gen p; 0
M236'843 ]
WY18 M770 |
8 1A MG8
Mm BN Wi 1$-Mutarten
M272 Bl M240
BN B I Bis  M275
Nrig' —g : 4 C08- (Protein,1-Gen-
\
gsng I"9-Mutanten Produkt]
x86 5 __|
-0t
-67.-27
R Deletionen
¢ !
-33-1 . i
7-79-36.-42. )
-23-33-% (A5078]

Abb. 5. Genkarte des i-Gens: Sechzehn i°- und zwei i%-Mutanten wur-
den mit sichzehn TonB-i-Dcletionen kartiert. Die Deletionen X8600
stammen aus der Sammlung von J. Miller, die Stimme Nr. 86, 101, 236,
240,277,272 und 275 aus der Sammlung von B. Miiller-Hill. dic Stimme
Nr. N1.N2,2A, 14,43, 44 und 45 aus der Sammlung von $. Bourgeois,
Stamm y 18 von C. Willson, die Stamme 24 und 522 von J. Davies. Die
Genkarte wurde von M. Pfahl hergestellt. Einzelheiten werden an ande-
rer Stelle mitgeteilt [25].

Nur einige der erwahnten i~-Mutationen sind durch
Drei-Faktor-Kreuzungen lokalisiert worden(!S]. Wir ha-
ben mit der Kartierung von i*- und i’-Mutationen begon-
nen!2t (Abb. 5). Sechzehn i*- und zwei i~9-Mutanten so-
wie siebzehn Deletionen wurden geordnet. Obwohl die
untersuchte Zahl der Mutationen und Deletionen zu
klein ist, um endgiltige Aussagen zu machen, erkennt
man, da die i "9- und die i “s-Mutationen in Gruppen an
bestimmten Stellen des Genoms liegen. Die Sequenzana-
lyse dieser und weiterer im aktiven Zentrum mutierter
Repressoren sollte Auskunft iiber ihre Wirkungsweise
bringen.
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2.4. Mutanten des i-Gen-Promotors

Von ciner i-Gen-Mutation des Typs i™5 (Bildung eines
temperatur-empfindlichen Vorldaufers des Repressors)
ausgehend!?ist eine i-Gen-Mutante isoliert worden, die
lac-Repressor iiberproduziert!'®). Sie hat die Bezeich-
nung i9 (q fiir Quantitat) bekommen. Die Uberproduk-
tion schien zunéchst etwa 10-fach zu sein. Diese Angabe
basierte auf Werten fiir den Ausgangsstamm, der einen
UberschuB an temperatur-empfindlichem Repressor
produzierte. In der Folge wurde die TSS-Mutation her-
ausgekreuzt, und es resultierte ¢in Stamm, der eine 20-
fache Uberproduktion des Repressors (vermutlich vom
Wildtyp) aufwies!?®l. Von diesem Stamm ausgehend war
es moglich, einen noch besseren Uberproduzenten zu
gewinnen(?®), Dieser Stamm mit der Bezeichnung i*uPe™a
erzeugt 5- bis 10-mal mehr Repressor als der i9-Stamm
(Tabelle 3). Diese Stamme sind benutzt worden, um ge-

Tabelle 3. lac-Repressor-Konzentrationen in cinigen Stimmen.

Genotyp lac-Repressor-Molekiile pro Zelle
i-Gen aufdem | i-Gen aufdem
Chromosom Phagen

it 10 300

i 200 6000

jeuperd 1000 -

niigend Repressor (4 g) fiir eine Sequenzanalyse zu ge-
winnen (siehe unten). Die q-Mutation wurde am linken
Ende des i-Gens kartiert(!%),

2.5. Anderung der Zahl der i-Gen-Kopien in der Zelle

E.coli enthalt normalerweise pro Chromosom nur eine
Kopie eines jeden Gens. Es ist seit langem bekannt, daB
die Verdoppelung unregulierter Gene zu einer Verdop-
pelung der Gen-Produkte fiihrt{22], Stimme mit drei Sit-
zen von lac-Genen kann man mit Hilfe eines lac-trans-
duzierenden Phagen konstruierenl?’l. Wie erwartet ergibt
sich annahernd eine Verdreifachung des i-Gen-Produk-
tes. Eine elegante Methode zur Einfiihrung von Kopien
eines bestimmten Gens in E.coli ist die Benutzung eines
sich vermehrenden, speziell transduzierenden Phagen,
der dieses Gen tragt. Einsolcher Phage ist fiir das lac-Sy-
stem verfiigbar!?’]. Er ist durch die Einfiihrung von zwei
weiteren Mutationen noch brauchbarer gemacht wor-
den. Die eine dieser zusatzlichen Mutationen erlaubt es,
die Vermehrung des Phagen durch kurze Hitzebehand-
lung des Bakteriums zu starten (der Phage hat einen
temperatur-empfindlichen Repressor; die Mutation wird
357 genannt), die andere Mutation verhindert die Lyse
der Bakterienzelle nach der Induktion des Phagen (die
Natur der Lysehemmung ist nicht klar, die Mutation wird
mit t68 bezeichnet[?®)). Die Benutzung dieses Phagen
bringt eine 30-fache Erhohung der Repressorproduk-
tion['%] (siche Tabelle 3).

2. 6. Konsequenzen der niedrigen Repressor-Menge in
Stimmen vom Wildtyp

Vom Repressor werden nur wenige Molekiile pro Zelle
synthetisiert. Eine genaue Bestimmung der Menge ist
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schwierig, man kann aber die Existenz von ungeféhr 10
Molekiilen pro Zelle annehmen(?*!, Die wahrscheinlich-
ste Erkldrung fiir die geringe Repressormenge ist, dafl
der Promotor des i-Gens (das heif3t die Startstelle fiir die
Transcription des Gens) nicht sehr wirksam ist!'%l, Eine
oder zwei Kopien der i-Gen-messenger-RNA pro Zell-
teilungscyclus konnten ausreichen, um die gefundene
Repressormenge zu erklidren, da ein Molekiil messenger-
RNA mehrfach abgelesen werden kann, bevor es abge-
baut wird. Die Annahme einer sehr niedrigen Synthese-
geschwindigkeit fiir die i-Gen-messenger-RNA kann als
Grundlage fiir die Erklarung verschiedener Phianomene
dienen:

Nach einer Konjugation zwischen einem Donor-i‘z*-
Stamm (F’ oder Hfr) und ¢inem Rezeptor-Stamm mit ei-
ner lac-Deletion wird B-Galaktosidase ungefahr 60 Mi-
nuten lang mit hoher Geschwindigkeit produziert!*®)
(Abb. 6). Die 3-Galaktosidase-z"-Gene sind nach dem
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Abb. 6. Beginnder Repression in einem Konjugationsexperiment: Das
Experiment, das bereits einmal mit unklarem Ergebnis mit einem
F'i9755_Donor-Stamm [16] ausgefiihrt worden war, wurde hier mit
einem F'{9-Donor-Stamm wiedcrholt. Sm’-Donor-Zellen mit dem
F'i"z” - oder dem F'i%"-Episom aus der exponentiellen Phase eincr
Zucht bei 37°C wurden zur Zeit t=0 mit einem zweifachen UberschuB
vonSm'-Acceptor-Zellen, die eine RV-lac-Deletion enthielten, gemischt.
Nach 10 Minuten weiteren Wachstums bei 37°C im gleichen Medium
[10] wurde die Konjugation durch kriftiges Schiitteln und Zufiigen von
30y Natriumdodecylsulfat/ml unterbrochen. Streptomycin (250vy/ml)
wurde zugefiigt, um weiteres Wachstum der Donor-Zellen zu verhindern.
In 10-Minuten-Intervallen wurden Proben zur Messung der B-Galakto-
sidase entnommen [9]. Die Ubertragung des lac-Charakters wurde durch
Plattieren bestimmt, sie lag zwischen 15 und 20%. Dic $-Galaktosidase-
Aktivitdtist in willkiirlichen Einheiten angegeben. Der Blindwert flir die
Donor-Zellen wurde abgezogen. — - — - — Donor Fi*z%, - x —x —
Donor F'i%*. Die Daten stammen aus der Dissertation von M. Pfahl,
Universitat Koln.

Transfer in die Rezeptor-Zelle nicht mehr reprimiert. Sie
arbeiten in der neuen Umgebung eine Zeit lang konstitu-
tiv,das heiBt, bis die erste i-Gen-messenger-RNA produ-
ziert worden ist, entsteht B-Galaktosidase mit maximaler
Geschwindigkeit. Die Repressor-messenger-RNA wird
in verschiedenen Zellen zu verschiedenen Zeiten syn-
thetisiert, aber nach einer bestimmten Zeit sollte die
Halfte aller vorhandenen Zellen ein Molekiil i-Gen-mes-
senger-RNA erzeugt haben, an dem dann mehrere Re-
pressor-Molekiile innerhalb weniger Minuten syntheti-
siert werden. Das fiihrt zum fast vollstindigen Abbruch
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der B-Galaktosidase-Synthcse in diesen Zellen. Tragt
manden Logarithmus der relativen Geschwindigkeit der
B-Galaktosidase-Synthese gegen die Zeit auf, so erhalt
man eine Gerade (Abb. 7). Beim Wildtypstamm F'lac
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Abb. 7. Beginn der Repression in einem Konjugationsexperiment (Da-
ten aus Abb. 6): Der Logarithmus der Geschwindigkeit der Synthese von
B-Galaktosidase (in willkiirlichen Einheiten) ist gegen die Zeit aufgetra-
gen. Die Geraden weisen auf den exponenticllen Abfall dieser Ge-
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schwindigkeit hin (- - — - — Fiz%y", —x - x = Fil%2"y"). Wirinter-
pretieren dieses Ergebnis so, da die i-Gen-Transcription im Wildstamm
seltener als im i9-Stamm stattfindet [16].

i"z*y’ findet man einen exponentiellen Abfall der Ge-
schwindigkeit der B-Galaktosidase-Synthese iber 60
Minuten. Nach 24 Minuten ist die Synthesegeschwindig-
keitum den Faktor 1/e abgesunken. Wenn die hier gege-
bene Erkldrung korrekt ist, bedeutet das, daB alle 24
Minuten ein Molekiil i-Gen-messenger-RNA syntheti-
siert wird. Die Existenz der i%-Mutation ermoglicht eine
Kontrolle dieses Experimentes. Ist i9 eine Promotor-
Mutation, das heit, erhoht sie die Haufigkeit der i-
Gen-Transcription, dann muB die Geschwindigkeit der
f-Galaktosidase-Synthese bei Verwendung cines
F'i9z*y~-Stammes entsprechend schneller abfallen. Ab-
bildung 6 enthilt die Versuchsbedingungen, Abbildung
7 zeigt, daB bei einem i9-Stamm die Geschwindigkeit der
B-Galaktosidase-Synthese mindestens dreimal so schnell
abnimmt wie beim Wildtyp. Das bedeutet, daB die Fre-
quenz der i-Gen-Transcription beim i9-Stamm dreimal
so groB ist wie beim i*-Stamm. Es mag verwundern, da
sie nicht noch hoher ist, da doch die 20-fache Repres-
sor-Menge synthetisiert wird. Wir konnen im Moment
dafiir keine einfache Erklarung geben.

Methyltryptophan wurde benutzt, um in einem derarti-
gen Konjugationsexperiment die Proteinsynthese zu
stoppen und damit zu priifen, ob die Assoziation der Re-
pressor-Untereinheiten sehr langsam vor sich geht[3%),

Man beobachtete den gleichen exponentiellen Abfall der
B-Galaktosidase-Synthesegeschwindigkeit wie unter
normalen Bedingungen. Esist also die m-RNA-Synthese
selbst, die geschwindigkeitsbestimmend ist; die Assozia-
tion der Repressor-Untereinheiten verlduft ziemlich
schnell (1),

Dic geringe Repressormenge in Zellen vom Wildtyp ist
die Ursache fiir ein anderes interessantes Phinomen:
der ,,Ausbruch* (escape) der Synthese von B-Galakto-
sidase nach Induktion von lac-transduzicrenden Phagen
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durch UV-Bestrahlungl*!! oder Hitzel*2l. Die lac-Gene
i"0”z"y"' entkommen der Kontrolle des Repressors: 8-
Galaktosidase wird nach der Induktion des Phagen kon-
stitutiv synthetisiert. Offenbar ist die dereprimierte Syn-
these darauf zuriickzufiihren, da zu wenig Repressor
anwesend ist, um alle lac-Operatoren der reduplizieren-
den DNA zu besetzen. Besonders saubere Ergebnisse
sind mit dem hitze-induzierbaren Phagen Acg,h80t68d-
lac erhalten worden [*?). Die enthemmte Synthese dauert
genau 10 Minuten und hort dann vollstandig auf, ob-
wohl die Phagen-DNA weiter redupliziert wird. Benutzt
man einen Phagen mit einem i9-Gen, so wird ein ,,Aus-
bruch™* der Synthese nicht beobachtet. Dann nidmlich
wird jederzeit genug Repressor synthetisiert, um alle
Opcratoren zu besetzen.

Eine andere Konsequenz der Existenz nur weniger Re-
pressor-Molekiile pro Zelle ist die Kinetik der f-Galak-
tosidase-Synthese nach der Hitzeinduktion eines i"S-
Stammes!(??l. Man hat das ,,Einschalten’* der B-Galakto-
sidase-Synthese durch Temperaturerhdhung als Hitze-
induktion bezeichnet. Im i'55-Stamm scheint bereits
gebildeter Repressor bei hohen Temperaturen stabil zu
sein, neuer aktiver Repressor durch Assoziation der Un-
tereinheiten unter diesen Bedingungen aber nicht gebil-
det zuwerden. LdBt man einen i"5S-Stamm mehrere Zell-
generationen bei niedriger Temperatur wachsen und er-
hoht dann die Temperatur auf 43°C, dann beobachtet
man eine Beschleunigung der $-Galaktosidase-Synthese
noch vor der Verdoppelung der Zellzahl. Die erste Er-
klarung fiir dieses Phinomen lautete, daB bereits gebil-
deter i7S-Repressor in ruhenden Zellen stabil sein sollte.
Unter Wachstumsbedingungen vermutete man fiir den
Repressor eine Halbwertzeit von 1/10 bis 1/5 der Gene-
rationszeit!??], Eine plausiblere Erklarung ist allerdings,
daB der i™S-Repressor doch etwas temperaturlabil ist:
Bei schr niedrigem Repressorspiegel kénnen kleine Dif-
ferenzen der Repressorkonzentration in verschiedenen
Zellen zu auBerordentlich verschiedenen Geschwindig-
keiten der B-Galaktosidase-Synthese fiihren. Zwei lac-
Operatoren und zwei Repressor-Molekiile fiihren zu
kompletter Repression, wahrend zwei lac-Operatoren
und ein Repressor-Molekiil die optimale Funktion eines
der beiden lac-Promotoren erméglichen. Die Situation
1aB8t sich durch eine Poisson-Verteilung beschreiben.
Nach dieser Interpretation wiirden einige Zellen ziem-
lich bald nach der Temperaturerhohung weniger Re-
pressor als Operator enthalten. Will man diesen Mecha-
nismus beweisen, so mufl man den ungleichen B-Galak-
tosidase-Gehalt einzelner Zellen experimentell demon-
strieren; das ist bisher nicht geschehen.

2.7. Die Natur des i-Gen-Produktes

Als Jacob und Monod ihr Modell fiir die Regulation des
lac-Systems veroffentlichten, war gerade die Existenz
der messenger-RNA bewiesen worden. Die Annahme
schien daher verniinftig, daB der Repressor eine Nu-
cleinsdure sein konnte!3), vermutlich die dem i-Gen ent-
sprechende messenger-RNA. Falsch interpretierte Kon-
jugationsexperimente, bei denen vorausgesetzt wurde,
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dal Chloramphenicol die Synthese neuen Proteins
vollstandig verhindert, bei denen aber anscheinend doch
neuer Repressor entstand, dienten zum Beweis!3*], An-
dererseits war es schwer einzusehen, daB ein RNA-Mo-
lekiilin der Lage sein sollte, spezifisch mit einem kleinen
Molekiil wie IPTG zu reagieren. Was iiber die Spezifitit
von Induktoren bekannt war(’-%1% lief vermuten, daB
der Repressor ein Protein sei. Mit dem Auffinden tem-
peratur-empfindlicher i-Gen-Mutanten!??) wurde diese
Vermutung zur Wahrscheinlichkeit. In den temperatur-
empfindlichen Mutanten ist entweder der Repressor
selbst oder sein Vorldufer temperaturlabil. Da man da-
mals noch keine temperatur-empfindlichen RNA-Mole-
kiile kannte, mufite man annehmen, daB der Repressor
ein Protein sei. Die gleichen Mutanten ermdglichten
einen ausgezeichneten Beweis der Tatsache, daf sich der
Induktor direkt an den Repressor bindet: IPTG beein-
fluBt die Stabilitdt des temperatur-empfindlichen Re-
pressorsi??l. Aus der Konzentrationsabhingigkeit der
Hitzelabilitat des Repressors aus dem i '55-Stamm konnte
man auBlerdem schlieBen, daB der Repressor ein Tetra-
mer oder ein anderes Oligomer sein muBtel??), Wesent-
lich handfestere Beweise fiir die Proteinnatur des Re-
pressors wurden einige Jahre spater geliefert. i~-Mutan-
ten, die aus i*-!") oder i*-Stimmen ['¥] gewonnen worden
waren, lieBen sich durch Nonsense-Suppressoren suppri-
mieren. Da die Nonsense-Suppression Kettenabbruch
am Nonsense-Codon bei der Translation verhindert, ist
damit bewiesen, daf die Translation der i-Gen-messen-
ger-RNA Voraussetzung fiir die Synthese eines aktiven
Repressors ist.

2.8. In-vitro-Tests fiir den lac-Repressor

Fir die quantitative Bestimmung des lac-Repressors
gibt es zwei Verfahren: Gemessen wird die Bindung
des Repressors an den Induktor IPTGI**¢ oder
den lac-Operator!*’-38]. Eine empfindliche Methode
zur Bestimmung kleiner Repressormengen ist die
Gleichgewichtsdialyse mit !'“C-markiertem IPTGI?
Man dialysiert den zu priifenden Extrakt gegen eine
10~7-molare Ldsung von '*C-markiertem IPTG. Ist
der Gleichgewichtszustand erreicht, wird die Radioakti-
vitdt auBerhalb und innerhalb des Dialyseschlauchs ge-
messen. Eine elegantere und schnellere Methode macht
sich die Tatsache zunutze, daB der lac-Repressor an Ni-
trocellulose (Millipore-Filter) gebunden wird, und daf
er in diesem Zustand IPTG sehr fest bindet!*®]. Diese
Methode ist durch die Proteinmenge (ca. 10 ®bis 107° g)
begrenzt, mit der der Filter beladen werden kann. Auch
andere Methoden, wie die Fillung des Komplexes mit
Ammoniumsulfat(®*! (Farr-Test aus der Immunolo-
giel*") und die Verteilungschromatographie, sind be-
nutzt worden!?!],

Die Bindung des lac-Repressors an den lac-Operator
kann auf zwei Weisen gemessen werden: erstens (ziem-
lich mithsam) mit unmarkierter, lac-Operator enthalten-
der DNA und markiertem Repressor im Glycerin-
Gradienten[?”), und zweitens (erheblich leichter) unter
Benutzung der Membranfiltertechnik mit unmarkiertem
Repressor und 3?P-markierter DNA331.
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2.9. In-vitro-Tests fiir lac-Repressor aus Mutanten

Der urspriingliche Test fiir den lac-Repressor!*!l beruhte
auf dessen Fihigkeit, IPTG zu binden!?*.. Die Beweise
fir die Isolierung des lac-Repressors beruhten auf der
Benutzung von i-Gen-Mutanten: Das physikalisch-che-
mische Verhalten des Repressors mu8 mit den Voraus-
setzungen iibereinstimmen, die sich aus den Eigenschaf-
ten der Mutanten ergeben. Die einfachsten Beziehungen
sind negativer Art. So ist zu erwarten, daB in Extrakten
aus Stammen mit i-Gen-Deletionen kein IPTG-bin-
dendes Material nachzuweisen ist. Tatsédchlich hat sich
in verschiedenen Stimmen mit i-Deletionen keine Bin-
dung von IPTG nachweisen lassen, aber da in einigen
dieser Stamme die Deletion iiber die Grenzen desi-Gens
hinausgeht, war dies kein besonders guter Beweis. Aus-
sagekriftiger war die Abwesenheit von IPTG-bindendem
Material in Extrakten aus einer i "-Nonsense-Mutante,
da die Fahigkeit zur Bindung von IPTG kaum von einem
Repressorfragment erwartet werden konnte. (Spitere
Arbeiten (siehe unten) ergaben, da8 bei einigen Deletio-
nen Repressoren entstehen, denen nur kleine Teile am
Amino- oder Carboxy-Ende fehlen und die IPTG noch
binden konnen('°).) Weiter sollte man erwarten, daB Ex-
trakte aus i*-Mutanten keine gute IPTG-Bindung auf-
weisen. In der Tat wurde bei dem i*~-Stamm, der als erster
untersucht wurde, keine Bindung gefunden(?!l.

Alle diese Beweise sind negativer Natur. Bessere Be-
weise dafiir, daB IPTG vom Produkt des i-Gens gebun-
den wird, bieten positive Beziehungen zwischen dem
Verhalten des Extraktes und dem Genotyp der jeweili-
gen Mutante: Die Dissoziationskonstante des bei der
Bindung von IPTG entstehenden Komplexes ist bei
einem Extrakt aus einem i'-Stamm halb so grof§ wie bei
einem Extrakt aus dem Wildtyp; auflerdem ist die
IPTG-Bindungsaktivitit von i'“-und iT5-Extrakten
hitzelabiler als die eines Wildtyp-Extraktes!?). Die Bin-
dung des lac-Repressors an den Operator (siehe unten)
bildet den abschlieBenden Beweis dafiir, da3 das i-Gen-
Produkt der Repressor ist. Die veringerte Fahigkeit von
i*-Repressoren, den Induktor zu binden, wurde kiirzlich
sehr iiberzeugend nachgewiesen!*3): Je stirker der i*-
Charakter einer Mutante, umso schwéicher ist ihre
Wechselwirkung mit IPTG in vitro.

2.10. Reinigung des lac-Repressors

Bei den meisten Reinigungen des lac-Repressors wurde
nur die Fahigkeit zur Bindung von IPTG verfolgt. Indie-
ser Beziehungist der Repressor sehr stabil. Die Fahigkeit
zur Bindung an den Operator verschwindet dagegen
langsam wihrend der Reinigung des lac-Repressors: Der
Repressor kann aus einem Stamm, der das i9-Genl**l auf
Ah80cgs,t68dlac-Prophagen enthiit, in zwei Schritten
erhalten werden: Durch kurze Hitzebehandlung der
Bakterien wird die Vermehrung des Phagen induziert.
Die i9-Gene, die zusammen mit dem Phagen vermehrt
werden, erzeugen Repressor, der ungefahr 1% des 10sli-
chen Proteins ausmacht. Die Bakterien werden abzentri-
fugiert und zur Lagerung eingefroren. Sie lysieren, wenn
man sie in Puffer (pH = 7.6) bringt. Die Zelltrimmer
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werden abzentrifugiert. Eine Ammoniumsulfat-Fallung
zwischen 15 und 33% und eine Chromatographie an
Cellulosephosphat reichen aus, um reinen Repressor zu
erhalten (Tabelle 4). Die Chromatographie an DEAE-

Tabelle 4. Reinigung von lac-Repressor aus 100 g gefrorener Zellen
(Ab80c/y5,168dlacid) [44].

Schritt Spezifische Ausbeute | Gesamte
A uwniat [a) (%) Repressor-
(“ng ‘ml_l) menge (mg)
1: Rohextrakt 14 100 61
2: Uberstand der ersten 19 98 60
Ammoniumsulfat-
Fillung (0-15 %)
3: Dialysierter Nieder- 112 88 54
schlag der zweiten
Ammoniumsulfat-
Fillung (15-33 %)
4: Chromatographie an 1300 54 33
Cellulosephosphat

[a] Die spezifische Aktivitat des lac-Repressors wird durch Gleichge-
wichtsdialyse gegen '*C-markiertes IPTG bestimmt [24]. Die Angabe
%mg 'ml-! bedeutet: UberschuB an IPTG im Dialyseschlauch (%) divi-
diert durch die Protcinkonzentration (mg/ml}).

Cellulose und auf Sephadex ist ebenfails mit Erfolg an-
gewandt worden[¢- 48], Im Rohextrakt eines hitzeindu-
zierten, nicht eingefrorenen, Phagen enthaltenden
i9-Stammes hat der Repressor eine Sedimentationskon-
stante von 7 S. Er tendiert dazu, wihrend der Reinigung
zu aggregieren und aus der Losung auszufalien(4*.3¢],
Unsere Arbeiten zeigen, daff sich die Sedimentations-
konstante von 7 S nicht wesentlich dndert, wenn der Re-
pressor in Gegenwart von 1073 M IPTG oder 1073 M
ONPF zentrifugiert wird. Durch Gleichgewichtszentri-
fugation wurde die relative Molekiilmasse der 7-S-
Spezies zu 150000 bestimmt{*), Bei der Elektrophorese
auf Acrylamid-Gel, das Natriumdodecylsulfat (SDS)
enthilt, ist nur eine einzige Bande zu beobachten. Aus
der Wanderungsgeschwindigkeit dieser Bande errechnet

Tabelle 5. Aminosdure-Zusammensctzung des lac-Repressors aus
E. coli (19).

Aminosiure wmol/100 ymol { Zahlder fir
MG = 40000
berechneten
Aminosiurereste

Lysin 3.67 13

Histidin 1.69 6

Arginin 4.80 17

Asparaginsiure 9.04 32

Threonin 5.37 19

Serin 7.34 26

Glutaminséure 1243 44

Prolin 395 14

Glycin 7.34 26

Alanin 11.58 41

Cystein [a] 0.58 3

Valin 8.19 29

Methionin 228 8

Isoleucin 5.65 20

Leucin 10.73 38

Tyrosin 2.26 8

Phenylalanin 2.26 8

Tryptophan [b] 0.56 2

[a] Als Cysteinsdure bestimmt.
[b] Nach cnzymatischer und alkalischer Hydrolyse.
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man eine relative Molekiilmasse von 39 0000%]. Aus der
Aminosdure- Analyse erhdlt man den Wert 40000 fur das
Monomerel*®), Dic stabilste Form des Repressors scheint
das Tetramere zu scin. Unter extremen Bedingungen
(nach dem Einfrieren, nach Einfrieren und Auftauen, in
Tris- oder Salz-Losungen sehr hoher Konzentration)
sind Monomere, Dimere und hohere Aggregate beob-
achtet worden!*®. Die Aminosiure-Zusammensetzung
ist normal: Der Repressor enthilt alle normalerweise
in Proteinen vorkommendcn Aminosiuren!*!! (Tabelle
S). Er ist ein saures Protein (isoelektrischer Punkt =
5.6)1451.

Die Analyse des reinen Repressors hat keine Hinweise
auf die Anwesenheit von reduzierenden Zuckern oder
Nucleinsiduren ergeben(*¥. Das Verhiltnis der Absorp-
tion bet 280 nm zu der bei 260 nm erreicht bei reinen
Praparaten des Tetrameren den Wert 1.8 (Tabelle 6).

Bei gealterten Préparaten, in denen der Repressor be-
reits zu aggregieren beginnt, kann das Verhéltnis der
Absorptionen infolge der Lichtstrcuung wesentlich nied-
riger liegen und so zu der irrigen Vermutung fithren, es
seien Nucleinsauren anwesend.

Tabelle 6. Eigenschaften des lac-Repressors aus E. colf (i4).

besteht. Dafir spricht auch das einheitliche amino-ter-
minale Ende (Methionin)!**#¢) und die einheitliche Se-
quenz des carboxy-terminalen Endes Arg-Lys{*¢l.
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Abb. 8. Zah! der Bindestelien fiir den Induktor am lac-Repressor. Dic
Konzentration an gebundenem IPTG ist gegen das Verhaltnis der Kon-
zentrationen an gebundenem IPTG und freiem IPTG aufgetragen. Dic
Konzentration des Repressors war in diesem Experiment 3.6 X 10 %y,
Dic Extrapolation der Kurve fihrt zu vier Bindungsslellen pro Re-
pressormolekiil der relativen Molekilmasse 1500001461,

Bestimmungsmethode Lit.
Relat. Molekiilmasse 150000 Hochgeschwindigkeits-Gleichge- 145)
wichtszentrifugation
Relat. Molekiilmasse 40000 Polyacrylamidgel-Elektrophorcse {45, 46}
der Untereinheit mit Na-Dodecylsulfat, Amino-
sdure-Analysc
Sedimentationskonstante Zentrifugation im Glycerin- 124. 36, 46)
Tetramer 7.2 Gradienten
Monomer 2.7
Isoclektrischer Punkt 5.6 Isoelektrische Fokussierung [45)
DNA-Gehalt unter 1.2% Dische-Reaktion [46]
RNA-Gehalt unter 0.2% Orcinol-Reaktion
Bindungsstellen fiir IPTG 42 Gleichgewichtsdialyse [46]
pro MG = 150000
Bindungskonstante fiir Gileichgewichtsdialyse {24, 36. 46)
IPTG bei4°Cund pH ~ 7.6 1.8x107°M
OD 250 nm, .17 jcm 1.38 {46)
ODag; - ODagg 18 46]
N-endstandige Aminosaure Mcthionin DNP-Mcthode, Dansyl-Methode, (45, 46)
Edman-Abbau
C-endstandige Lysin Carboxypeptidase B, [46]
Aminosiure Hydrazinolyse

Dic Zahl der Bindungsstellen fiir IPTG ist sorgfaltig be-
stimmt worden (Abb. 8). Es gibt exakt eine Bindungs-
stellc pro Untereinheit[*3],

Papierchromatogramme des Proteins nach Spaltung mit
Trypsinl*! zeigen die Zahl von Fragmenten**l, die man
nach dem Gehalt an Arginin und Lysin (zusammen 30
pro MG = 40000, Tabelle S) erwartet. Zusammen mit
den genetischen Daten ist dies ein starker Hinweis dar-
auf, daB der Repressor aus vier gleichen Untereinheiten
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2.11. Eigenschaften der Repressoren aus
verschiedenen i-Gen-Mutanten

Nur wenige i-Gen-Mutanten sind auf die biochemischen
und physikalischen Eigenschaften ihrer Repressoren hin
untersucht worden. Dabei hat sich iiberraschenderweise .
herausgestellt, da viele i -Mutanten noch IPTG-bin-
dende Aktivitdt enthalten. Das ist der Fall bei einer i7¢-
Mutante (i;¢)*%, einer transdominanten Deletion!!'?-46},
die vom Tryptophan-Operon bis in den ersten Teil des i-
Gens reicht, und bei der Deletion L1['°l, die vom C-ter-
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minalen Ende des lac-Repressors bis in den lac-Promo-
tor geht. Im letzteren Fall ist der Repressor isoliert
worden. Die relative Molekiilmasse der Untereinheit
wurde durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in
Gegenwart von Natriumdodecylsulfat zu 38000 be-
stimmt['9].

2.12. Dominanz der lac-i-Gen-Mutanten

Als Jacob und Monod ihr Modell vorschlugen, schienen
die Dominanzverhéltnisse der i-Gene einfach und klar.
Anwesenheit des Repressors (i) war dominant iiber die
Anwesenheit (i"){'l. Die Anwesenheit eines muticrten
Repressors, der nicht in der Lage war, mit dem Induktor
in Wechselwirkung zu treten (i*), war dominant sowohl
iiber i* als auch iiber i~ 12*l. Die Entdeckung der trans-
dominanten i~9-Mutanten brachte die ersten Pro-
blemel!*-1¢l. Wirken sie durch negative Komplementa-
tion (das heift, durch die Bildung gemischter Oligomere
von Repressor-Untereinheiten, die nicht in der Lage
sind, den Operator zu binden) oder bindet ihr Repressor
noch den Operator, ohne in der Lage zu sein, die Trans-
cription zu stoppen? Wenn, was am wahrscheinlichsten
ist, negative Komplementation die Erklarung fir die
Dominanz ist, dann miissen die Untereinheiten eines
i~4-Repressors sehr langsam aggregieren, da die Re-
pressor-m-RNA nur alle 20 Minuten hergestellt wird.
(Wir nehmen dabei an, daf die einmal gebildeten Tetra-
mere stabil sind, und untereinander keine Untereinhei-
ten austauschen konnen.)

Die Existenz von Mutanten, die Repressor vom Wildtyp
im UbermaB produzieren, fiihrt zu weiteren Komplika-
tionen: i9 ist dominant iiber i#l!l, Die einfachste Erkli-
rung ist sicher Komplementation, das heiB3t, die Bildung
normal funktionierender gemischter Oligomere aus i*-
und i*-Repressor-Untereinheiten. Die Halbwertszeit
freier i*-Repressor-Untereinheiten kann ziemlich klein
sein, da in der i9-Mutante die lac-m-RNA fiir den Re-
pressor mindestens alle sechs Minuten synthetisiert wird.
IPTG kanndie Ablosung der gemischten Oligomere vom
Operator verursachen.

Alle Dominanzverhaltnisse sind in Tabelle 7 zusammen-
gefafit.

Tabelle 7. Dominanzyverhaltnisse.

Genotyp dominant tiber | Lit.

i ir (1]

i iji” (23]
i i (15.16]
i [ [16]

3. Der Operator und die Wirkungsweise des
Repressors

3.1. Mutationen des Operators

Die genetische Analyse zeigt, daB das Produkt des i-
Gens mit dem Operator in trans reagiert!!: Der Repres-
sor wird nicht nur an Operatoren gebunden, die nahe den
i-Genen lokalisiert sind, sondern auch an weit entfernte
lac-Operatoren, beispielsweise an solche auf einem F’
oder auf einem Prophagen. Der Operator ist durch ope-
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ratorkonstitutive Mutationen charakterisiert (0¢). Dies
sind cisdominante Mutationen, in denen die Wechsel-
wirkung zwischen Repressor und Operator geschwicht
ist: Die Synthese von f-Galaktosidasen in cis (von einem
z-Gen, das direkt mit dem Operator verbunden ist) ist
nicht mehr um den Faktor 1000 reprimiert. Sie ist teil-
weise konstitutiv geworden. Durch die Zugabe von In-
duktor kann sie voll induziert werden. Bisher sind keine
operator-konstitutiven Mutanten gefunden worden, bei
denen die Repression total beseitigt ist. Die ,,aktivsten
o°-Mutationen sind noch um den Faktor 8 reprimiert. Es
wurde postuliert!¥’], daB alle o‘-Mutanten Deletionen
seien, aber das ist fraglich, weil die wichtigste Eigenschaft
von Deletionen, ihre Nichtrevertierbarkeit, nicht leicht
gepriift werden kann. Die Haufigkeit des Vorkommens
von o‘-Mutationen nach der Benutzung spezifischer Mu-
tagene muf ebenfalls mit Vorsicht interpretiert werden,
da die ,,0°*-Mutanten aus 1*i*-Diploiden isoliert worden
sind, und weil Komplikationen wie das Vorkommen von
Transdominanz oder eine verstirkte Homozygose nach
der Mutagenisierung die Resultate unsicher machen.

3.2. Abschiitzung der Bindungskonstante zwischen Re-
pressor und Operator aus in-vive-Daten

Die Einfiihrung eines F'i"z*-Episoms (F’ = ein unab-
hangig replizierendes DN A-Stiick, das aus einem F-Fak-
tor und Bakterien-DNA, in diesem Fall den lac-Genen,
besteht) in eine Zelle mit dem Genotyp i*0°z" vermin-
dert die Geschwindigkeit der operator-konstitutiven f3-
Galaktosidase-Synthese um den Faktor 2 bis 2.5!'l. Da
der Repressorspiegel durch die Einfiihrung eines zweiten
i-Gens auf das Doppelte ansteigt, kann man sagen, daf3
die Geschwindigkeit der B-Galaktosidase-Synthese li-
near vom Kehrwert der Repressorkonzentration ab-
hingt[22l, Wir haben diese Annahme weiterhin gepriift
durch die Einfiilhrung eines F'i%-Gens in den gleichen
i'0°z*-Stamm. Der Repressorspiegel steigt dann auf das
10- bis 20-fache an, der pB-Galaktosidase-Spiegel sinkt
abum den Faktor 7 (siche Tabelle 8). Das bedeutet qua-

Tabelle 8. Repressor-Operator-Wechselwirkung. Die Bakterien wurden
in Minimalmedium M56 [10] mit Glycerin-Zusatz bei 37°C geziichtet.
p-Galaktosidase wurde nach [9] bestimmt.

Genotyp Spezifische Aktivitit der f-Galaktosidase
ito‘z’ 2000
ito'z" /F'io'z’ 1200
iro‘z' /F'ivo-z* 300
itocz*/ Fivro z” 130
itoTz” 15

litativ, daB fiir die Beziehung zwischen Repressor und
Operator das Massenwirkungsgesetz gilt.

R + 02RO

(R]-[O] _
[RO] - K()
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Machen wir die Annahme, daf} die Geschwindigkeit der
-Galaktosidase-Synthese proportional der Konzentra-
tion an freiem Operator ist!?*), Dann muf auch die basale
Konzentration von 3-Galaktosidase um den Faktor 2 zu-
rickgehen, wenn ein F'i"0"z7-Gen in einen i"o'z*-
Stamm eingefiihrt wird(**]. Damit 148t sich die Bindungs-
konstante zwischen Repressor und Operator berechnen:
Das Volumen einer E.coli-Zelle ist 0.7 X 107 !> cm?; die
Loschmidtsche Zahl ist 6 x 10%%. Ist also in jeder
E.coli-Zclle ein ,,Molekiil" Operator anwesend, so ist
scine Konzentration etwa 107? molar. In einer sich nor-
mal teilenden E.coli-Zelle ware demnach die Konzentra-
tion an lac-Operator 2 x 10 ° molar, die Konzentration
an lac-Repressor unter der Annahme von 10 Molekiilen
pro Zelle 10 ® molar. Nehmen wir nun an, daf3 das Ver-
haltnisvon 1 : 1000 fiir die 3-Galaktosidase-Konzentra-
tion im nichtinduzierten und im induzierten Zustand
vollstandig auf Repression zuriickzufiihren ist, dann
sollte die Konzentration an freiem Operator in einer
nicht induzierten Zelle bei 2 x 10~ '? mliegen. Die Kon-
zentration an Operator-Repressor-Komplex ist prak-
tisch gleich der Konzentration an Gesamtoperator,
namlich 2 x 107° M. Die Konzentration an freiem
Repressor kann man als praktisch unveridndert ansehen,
d. h. als 10"®* m. Aus diesen Daten 14Bt sich die Bin-
dungskonstante abschétzen:

K _[R]-[0] _107%-2-107%°
° [RO]  2-107°

=10""'wm

3.3. Bestimmung der Bindungskonstante fiir den
IPTG-Repressor-Komplex

Dic Abhingigkeit der Induktion von der Konzentration
des Induktors in einem i70°z"y -und in einem
i'0"z'y -Stamm gibt cin direktes Maf} fiir die Bin-
dungskonstante zwischen Induktor und Repressor!23-24],
Die Abhingigkeit von der Induktorkonzentration ist
nicht erster, sondern dritter Ordnung. Vernachldssigen
wir dies fiir einen Augenblick, so gilt, da3 man die gleiche
Menge von Induktor braucht, um in beiden Stimmen den
basalen B-Galaktosidase-Spiegel zu verdoppeln!??],
Daraus folgt:

_[“[R]
Y

Nehmen wir an, da3 die Geschwindigkeit der -Galakto-
sidase-Synthese proportional der Konzentration an
freiem Operator ist, so folgt daraus direkt, daf} die Bin-
dungskonstante fiir den Induktor numerisch gleich der
IPTG-Konzentration ist, die notig ist, um die basale Ge-
schwindigkeit der B-Galaktosidase-Synthese zu verdop-
peln, und zwar sowohl in einem i“0"- als auch in einem
i*o°-Stamm. Das bedeutet de facto, daB K; =2 x 107°m
ist.

Die Bindung des Repressors an IPTG ist in vitro bestimmt wor-
den. Es hat sich gezeigt, daB reiner i4-Repressor sich bei der
Bindung an den Induktor nicht kooperativ verhilt. Freilich ent-
sprechen die experimentellen Bedingungen (Temperatur usw.)
nicht den in-vivo-Bedingungen. Dennoch bleibt die Frage, wie

204

sich diese Beobachtung mit der Kinetik der Induktion in Ein-
klang bringen 1dB8t, die dritter Ordnung ist. Eine quantitative
Theorie, die allen Fakten gerecht wird, ist noch nicht vorhanden.
Wahrscheinlich geniigt ein an den Repressor gebundenes IPTG-
Molekiil, um dessen Affinitat zum Operator so weit zu schwia-
chen, daB Induktion entsieht.

3.4. In-vitro-Messungen der Bindung zwischen Repres-
sor und Operator

Die Bindung von Repressor an Operator-DNA ist mit
zwei Methoden gemessen worden. Die eine bedient sich
der Zentrifugation des Komplexes im Glycerin-Gra-
dienten!*"], die andere der Adsorption des Komplexes an
Nitrocellulose-Filter (Millipore-Filter)®!). DNA aus
lac-o'-transduzierenden Phagen ist als Quelle fiir Ope-
rator-DNA benutzt worden. Das hat gegeniiber DNA
aus E.coli den Vorteil, daB man mit siebzigmal weniger
DNA auskommt. AuBerdem ist die Phagen-DNA be-
ziiglich ihrer GroBe homogen. Der Unterschied zwischen
den Sedimentationskonstanten der Ah804,,t68dlac-
DNA (40 S) und des Repressors (7 S) erméglicht es, ra-
dioaktiv markierten Repressor, der an Operator-DNA
gebunden ist, durch einen Glycerin-Gradienten hindurch
zu verfolgen. Solche Untersuchungen brachten die fol-
genden Ergebnisse *7#%l: Der Repressor wird mit einer
Dissoziationskonstante der erwarteten Grofe (107! bis
101 M) an den Operator gebunden. Die Bindungskon-
stante ist von der Salzkonzentration abhingig; steigende
Salzkonzentration schwicht die Bindung. Die DNA mu8
nativ sein, denaturierte DN A bindet den Repressor nicht.
Die Wechselwirkung ist spezifisch, denn der Repressor
wird an Ah80-DNA nicht gebunden. Der Induktor
(IPTG) ist in der Lage, die Bindung zu verhindern. Die-
ser Effekt ist spezifisch; der Antiinduktor ONPF zum
Beispiel fiihrt nicht zu einer Schwichung der Bindung.

In vitro konnte ebenfalls gezeigt werden, da8 die Bin-
dung des Repressors an o°-DNA schwicher ist als die an
Wildtyp-DNA. Dabei wurden zwei o°-Mutanten be-
nutzt, deren Verhalten qualitativ den Erwartungen ent-
sprach: je starker der o°-Charakter ausgebildet ist, desto
schwiicher ist die Bindung!®7-38],

3.5. Physikalische Konsequenzen der festen Bindung
zwischen Repressor und Operator

Die Dissoziationskonstante des Repressor-Operator-
Komplexes (K,) kann auch als Verhiltnis der Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die Vorwarts- und Riickwartsre-
aktion (k, bzw. k) definiert werden.

Ky
ks

K, =

Der Repressor muB3 zum Operator diffundieren. Im Vo-
lumen der Zelle (107!% cm?) sind nur Sekunden nétig,
bis der Repressor seinen Operator gefunden hat. Dann
miissen noch moglicherweise Konformationsdnderungen
im Repressor und im Operator stattfinden, bevor der
Komplex gebildet werden kann. Die Konformationsan-
derungen miissen sehr schnell sein. Die Geschwindig-
keitskonstante der Vorwirtsreaktion ist zu 7 x 10°
mol~'sec™! bestimmt wordenl*%). Sie ist mindestens eine
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Groflenordnung hoher als erwartet. Das lieBe sich durch
eindimensionale Diffusion erkliaren, das heiBt, der Re-
pressor, der eine nicht allzu weit vom Operator entfernte
DNA-Stelle trifft, konnte sehr schnell an der DNA ent-
lang gleiten, bis er auf den Operator trifft.

Auch die Zerfallsgeschwindigkeit des Repressor-Opera-
tor-Komplexes ist gemessen worden{*®): Sic ist mit
5 x 107* sec ! recht niedrig. Die Halbwertszeit des
Komplexes liegt damit in der Gegend von einer halben
Stunde. Auf den ersten Blick scheint damit unvereinbar
zu sein, daB der Induktionsprozess in vivo weniger als
15 Sekunden bendtigt*!. (Die beiden Arbeiten, die eine
langsamere Induktion in vivo fanden, sind falsch!®2-331)
Die Existenz eines terndren Komplexes zwischen Ope-
rator, Repressor und IPTG I6st dieses Problem. Die
Starke der Repressor-Operator-Wechselwirkung nimmt
durch die Bindung von IPTG ab, was in vitro zu schnelle-
rer Dissoziation und in vivo zu schnellerer Induktion
fiihrt. In Gegenwart von IPTG ist dic Zerfallsgeschwin-
digkeit des Repressor-Operator-Komplexes tatsiachlich
so groB, dafl sie nicht gemessen werden kann!™l. Die
Existenz eines terndren IPTG-Repressor-Operator-
Komplexes ist nicht so iiberraschend. wie sie auf den er-
sten Blick scheinen konnte. Es ist schon lange bekannt,
daf} nicht alle Induktoren bei der hdochsten Induktor-
Konzentration vollstandig induzieren. Beim Methyl-1-
thio-f-p-galaktopyranosid (TMG), einem engen Ver-
wandten des IPTG, liegt die Induktion bei Sattigung um
20% unter der mit IPTG erreichten Induktion**!, Man
kann das durch das Auftreten eincs TMG-Repressor-
Operator-Komplexes erkldren. Bei hochster TMG-
Konzentration wiren dann 20% des Operators inaktiv,
weil sie an der Bildung des ternaren Komplexes beteiligt
sind. Der terndre Repressor-ONPF-Operator-Komplex
ist sogar stabiler als der bindre Repressor-Operator-
Komplex*4l.

3.6. Die GroBie des Operators

Die GroBe des Operators 1aBt sich durch folgende Uber-
legungen abschitzen: Wenn der Operator keine Sekun-
darstruktur hat, und wenn der Repressor nur an den
Operator und nicht an anderen DNA-Stellen in E.coli
gebunden wird, dann muf} der Operator mindestens 12
Basenpaare lang scin. Bezeichnen wir mit

A: die Zahl der Basenpaare in einem E.coli-Chromo-
som, mit
B: die Zahl der verschiedenen Basen und mit

n: die Zahl der Basenpaare, deren Sequenz nur einmal
im Chromosom vorkommt,
dann erhalten wir:

A=B"
35-10°=4"
n=11bis 12

Diese Berechnung enthélt einige Annahmen: Die DNA
muB ein statistisches Polymer sein oder etwas spezifi-
scher ausgedriickt, verschiedene Operatoren diirfen
keine gemeinsamen Sequenzen haben. Die enge Nach-
barschaft zwischen Operator und Promotor kénnte ge-
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gen diese Annahme sprechen. Ware der Anteil an
gemeinsamen Strukturen bei den Operatoren sehr hoch,
so konnte die Zahl der Basenpaare, an die der Repressor
spezifisch gebunden wird, erheblich geringer sein.

Die Existenz von Symmetrie im Operator!™®) und die
Existenz einer Sekundirstruktur des Operators!*® sind
diskutiert worden: Es gibt jedoch keinen zwingenden
Grund, mit ihnen zu rechnen. Die Betrachtung eines
raumlichen Modells der DNA 148t vermuten, daf§ ein
Protein die Basenpaare in der Vertiefung zwischen den
beiden Ketten ,,erkennen‘ kann. Auf eine Windung der
Helix kommen zehn Basenpaare. Zwolf Basenpaare sind
zusammengenommen nicht zu groB, als daB sie nicht von
einer Untereinheit des Repressors abgegriffen werden
kénnten. Wenn jedes Basenpaar eine oder zwei Kiloka-
lorien zur Bindungsenergie beitrdgt, kann die Bindung
des Repressors an die gesamte Struktur so fest werden,
wie beobachtet.

Ungliicklicherweise helfen rein genetische Messungen
bei dieser Diskussion nicht weiter. Man konnte die Lénge
des Operators aus der Hiufigkeit der Rekombination
zwischen o‘-Mutanten’" oder aus der Mutationshiufig-
keit von o‘-Mutanten(*8) bestimmen. Rekombinations-
frequenzen zwischen verschiedenen o°-Mutanten sind
gemessen worden. Sie ergeben den ziemlich hohen Wert
von 200 Basenpaaren!*’l. Wie bei allen Rekombina-
tionsmessungen fiir eng benachbarte Mutationen leiden
die Daten unter den Einfliissen anderer Effekte, die die
Werte fiir die Entfernungen zwischen den Mutationen
unsicher machen. Man hat auch versucht, die Frequen-
zen von o‘-Mutationen im Verhaltnis zu denen von i -
Mutationen zu messeni*¥l. Die bei o-Mutanten beob-
achtete relativ hohe Mutationshaufigkeit scheint auf den
ersten Blick cine sehr groBe Struktur anzuzeigen. Man
darf aber nicht vergessen, da8 Stellen besonders groer
Mutationshiufigkeit (,,hot spots**) solche Daten unsicher
machen,

Versuche, die GroBe des Operators direkt durch seine
Isolierung zu bestimmen, sind in Arbeit. DNA-Bereiche,
die nur 1/20 der DNA des Ah80dlac-Phagen enthalten
und auf denen der Operator noch lokalisiert ist, sind
isoliert worden!*%], Sie sind 2500 Basenpaare lang und
damit wesentlich langer als der Operator selbst. Kiirzlich
ist iiber dic Isolicrung einer Operator-DNA von 20 bis
23 Basenpaaren berichtet worden!®): 3!P-markierte
DNA aus Acgs,S7plac wurde in Gegenwart von Repres-
sor mit DN Ase abgebaut und das durch den Repressor
abgeschirmte Stiick auf Nitrocellulose-Filtern isoliert.

3.7. Repression in vitro

Die Repression in vitro 138t sich messen. Man kann ein
isoliertes transcribierendes oder ein protein-synthetisie-
rendes System verwenden. Beides ist versucht worden.
Man kann Ah80dlac-DNA mit RNA-Polymerase in vitro
transcribieren. Der lac-Messenger kann dabei von ande-
rer RNA durch einen spezifischen Hybridisierungstest
unterschieden werden. Man hat in einem System, das
ausschlieBlich aus DNA, RNA-Polymerase und Repres-
sor bestand, keine Repression beobachtet. Es scheint so,

208



als ob zusatzliche Faktoren notig wiren. Kiirzlich wurde
ein Erfolg durch Zugabe von Ribosomen gemeldet(®'l,
Der Anspruch, in vitro die Synthese und die Repression
von 3-Galaktosidasc beobachtet zu haben, ist einige Male
erhoben wordenl62-%%}, In den beiden ersten Fillen waren
die Ergebnisse falsch. Im dritten Falll®!l scheint das Er-
gebnis wohluntermaucrtzu sein. Aus den Experimenten
folgt eine auBerordentlich interessante Tatsache: Das
System bendtigt zur Funktion cyclisches AMP und cin
Protein (das ,.cap-Protein™), das allen durch Katabolite
reprimierten Systemen gemeinsam ist!®5-¢¢], Nur die Ge-
genwart dieses Proteins und von cyclischem AMP er-
moglicht die Synthese und Repression der lac-Struktur-
Proteine.

3.8. Wirkungsmechanismus des Repressors

Wie arbeitet der Repressor? Welcher Proze wird ge-
hemmt, wenn der Repressor an den Operator gebunden
wird”? Es gibt zwei Prozesse, auf die der Repressor ein-
wirken konnte: der Start der Transcription oder die
RN A-Kettenverlangerung. Nehmen wir an, es sei der
Start der Transcription, so wiirde das bedeuten, dal3 ent-
weder die RNA-Polymerase keine Moglichkeit hat, auf
dem Promotor zu ,.sitzen™, oder daf die Startreaktion
der RNA-Polymerase nicht méglich ist.

Es gibt einige biologische Hinweise darauf, daf der Re-
pressor den Start der Transcription beeintrachtigt!®’). Es
ist eine Deletion isoliert worden, dic von einem der
Trvptophan-Gene bis in den (transponierten) lac-Pro-
motor reicht. Die lac-Strukturgene werden jetzt durch
den Tryptophan-Repressor kontrolliert. Der lac-Opera-
tor ist vom tryp-Promotor, an dem jetzt dic Transcription
der lac-Gene beginnt, weit entfernt. Induziert man das
Tryptophan-Svstem und fihrt in diesen Stamm cin i™-
Gen auf cinem Episom ein, dann sinkt die 3-Galaktosi-
dase-Menge in dem jetzt konstitutiven Tryptophan-
Stamm um den Faktor 3. Man hat dies als Hinweis dafiir
genommen, daB der Repressor auch im Wildtyp etwas
wie RNA-Kettenverldngerung und nicht den Start der
Transcription beeintriachtigt!®’l. Mir scheint die gegen-
tcilige Interpretation der Daten richtiger. Die 3-fache
Repression der RNA-Kettenverlangerung diirfte ein
Nebeneffekt sein. Besteht dic Wirkung des Repressors
in der sterischen Behinderung des Starts der Transcrip-
tion, so mifiten sich o°-Mutanten finden lassen, die auf
Insertionen zwischen dem Promotor und dem Operator
zuriickzufiihren sind. Die Existenz solcher o‘-Mutanten
sollte allerdings dic Kartierung des Operators schwierig
machen.

4. Evolution der Regulation des lac-Systems

Das lac-Operon und sein Regulator-Gen sind eng mit-
einander verbunden. Diese Situation ist bei E.coli nicht
normal. Beiden meisten negativen Regulationssystermen
liegen Struktur- und Regulations-Gene nicht nahe bei-
einander. Was hat sie im lac-System zusammengebracht?
Diese Frage stellen heifit nach der Evolution des lac-Sy-
stems fragen. Es ist einleuchtend, da das Produkt eines
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Regulator-Gens in der Lage sein muB, ein kleines Mole-,
kil zu binden, das sterisch mit mindestens einem der
Produkte oder Substrate des Enzyms verwandt sein muB,
dessen Synthese reguliert werden soll. Es ist moglich,
aber nicht notwendig, da das Regulator-Gen durch
Verdoppelung eines der Struktur-Gene, die reguliert
werden sollten, entstanden ist. Dann miifite das i-Gen
strukturell mit Teilen der z-, y- und a-Gene verwandt
sein. Aulerdem mufte der Vorldufer eines Repressors
lernen™, sich sehr nahe am Promotor der Struktur-
Gene an das Chromosom zu binden. Duplikationen
scheineninder Genkarte in Tandem aufzutreten(%8l d. h.
unmittelbar nebeneinander zu liegen. Das konnte als Er-
klarung fiir die enge Nachbarschaft zwischen dem i-Gen
und den Struktur-Genen dienen. Uns féllt sonst keine
vernunftige Erklarung dafiir ein, wie ein Regulator-Gen,
das anderswo entstanden ist, in derart enge Nachbar-
schaft zu den Struktur-Genen kommen kann. Wir haben
nach Ahnlichkeiten zwischen den Strukturen des lac-
Repressors und der 3-Galaktosidase mit Hilfe immuno-
logischer Methoden gesucht**l und haben im Quchter-
lony-Test keine Kreuzreaktionen zwischen Repressor
und 3-Galaktosidasc und den gegen sie gerichteten Anti-
korpern gefunden. Eine strukturelle Verwandtschaft
zwischen Repressor und 3-Galaktosidase wird damit un-
wahrscheinlich.

Es ist nicht bekannt, welche Zeitspannec die Evolution
der lac-Gene benotigte. In Shigella (einem eng verwand-
ten Bakterium) fehlt das y-Gen!®, Ist es verlorengegan-
gen, oder hat Shigella nie ein Transportsystem fiir Lac-
tose gebildet? Die i*z™-Gene allein sind nicht nutzlos:
Shigella kann zwar nicht auf Lactose wachsen, aber auf
Methylgalaktosid oder Galaktosidoglycerin, da diese
durch ein anderes System transportiert werden. Es ist
darauf hingewiesen worden!!2), daf8 Lactose ausschlie-
lich in Sdugetieren vorkommt, und daf3 E.coli alter sein
muf als die Sdugetiere, in denen es heute lebt. Galaktoli-
pide finden sich auBerordentlich hiufig in Pflanzen. Es
mag sein, daB die Urspriinge des lac-Systems zuriickge-
hen auf Zeiten, in denen Galaktolipide die Substrate fiir
E.coli waren. Andernfalls wire das lac-System ziemlich
ncueren Ursprungs, was wiederum cine Erkldrung fiir
dic enge Nachbarschaft zwischen Struktur- und Regula-
tor-Genen bieten konnte: Die lac-Gene hatten noch
nicht so viel Zeit, sich voneinander zu trennen, wie z. B.
diesicher sehralten Regulator- und Strukturgene, die an
der Synthese der Aminosduren beteiligt sind.

5. Wie allgemeingiiltig ist die negative Regulation
der Protein-Synthese?

Als Jacob und Monod ihr Modell der genetischen Regu-
lation vorschlugen, sah es so aus, als wire es das einzige
in E.coli vorkommende. Inzwischen sind weitere Sy-
steme untersucht worden. Von diesen sind die negativen
Kontroll-Systeme von A- und i,4,¢; dem lac-System ana-
log: Das Produkt des A- und desig;,c-Gens ist ein Oligo-
mer!” und wird an Operator-DNA gebunden!!72],
Ungefahr die Halfte aller in E.coli bekannten Systeme
gehorcht dem Schema von Jacob und Monod, aber die
andere Hilfte scheint auf andere Weise zu arbeiten. Hier
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begegnen wir den Charakteristiken der positiven Regu-
lation: In Abwesenheit des Produktes des Regulator-
Gens werden die Produkte der Struktur-Gene nicht her-
gestellt. Genetische Analysen machen es unwahrschein-
lich, daB diese positiven Regulationssysteme auf bisher
nicht identifizierte negative Regulationssysteme zuriick-
zufiihren sind. Und doch gibt es einen Weg, sie auf nega-
tive Systeme zuriickzufiihren: Es konnte namlich die
Verhinderung eines Stop-Vorgangs die Basis dieser Re-
gulationen secin. Sollte dies auf der Ebene der
Transcription stattfinden, dann kdnnte nur in Gegenwart
des Produktes der Regulator-Gene die Transcription der
Struktur-Gene erfolgen. Sigma-Faktoren!”l, die der
RNA-Polymerase Spezifitit gegeniiber Promotoren
verleihen, kénnen mit im Spiel sein. Die biochemische
Analyse, die allein diese Mechanismen beweisen kann,
steht noch aus.

Ich danke der Stiftung Volkswagenwerk fiir die Maschi-
nen zur Sequenzanalyse und der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fir die Férderung der laufenden Arbeit.
Ich danke weiter meinen Kollegen vom Institut fiir Ge-
netik, daB3 sie dieses Manuskript kritisch gelesen haben,
und allen Kollegen, die mir unveroffentlichte Informa-
tion zugdnglich gemacht haben.
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