
Der lac-Repressor 

Von Benno Mii l ler-€W~*~ 

Repressoren sind Proteine, die im Wechselspiel mit Induktoren und Operatoren die Syn- 
these von Enzymen in der Zelle regulieren. Der lac-Repressor sorgt dafiir. daB dem 
Baktcrium Escherichia coli die j e  nach Lactoseangebot im Nahrmedium notige Menge 
P-Galaktosidase zur Verfiigung steht. Aus E. coli hat sich der lac-Repressor isolieren 
lassen. Der Fortschrittsbericht beschreibt den Weg zu allen diesen Erkenntnissen sowie 
die 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 fur eine solche Analyse besonders geeignet, 
da sein Chromosom insgesamt nur 3000 Proteine codie- 
ren kann. Sie alle werden in ubereinstimmung mit dem 
~ e n t r a l e n  Dogma" der Molekularbiologie gebildet: 

DSA * 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 fur den Start der Transcription haben 
den Namen Promotoren erhalten. Ihre Basensequenz 
1st bisher unbekannt. 

Es ist klar, dal3 nur wenige Protein synthetisierende Sy- 
steme in einer Zelle zur gleichen Zeit voll in Aktion sein 
konnen. Ware dem nicht so, so wurde sich die Zelle mit 
unnotigem Protein fullen, wurde langsamer wachsen und 
in der Evolution benachteiligt sein. Eine in Gegenwart 
von Glycerin wachsende E.coli-Zelle benotigt z. B. En- 
zyme zum Abbau des Glycerins, aber nicht die p-Galak- 
tosidase, die Lactose abbaut. Von diesem Enzym enthalt 
sie nur wenige Molekule. Wachsen die Bakterien aber 
einige Generationen lang in Gegenwart von Lactose, so 
steigt der P-Galaktosidase-Spiegel auf das 500-fache an: 
ungefahr 2 '% des loslichen Proteins sind jetzt fi-Galakto- 
sidase. Ahnlich drastische Anderungen der Protein- 
menge finden sich bei vielen katabolischen Enzymsyste- 
men, die Zucker, Aminosauren oder Lipide abbauen, 
und bei vielen anabolischen Systemem, die Aminosauren 
oder Vorlaufer von Nucleinsauren synthetisieren. 

196 1 schlugen Jacob und Monod einen negativen Regu- 
lationsmechanismus fur das Lactose-System vor['l. Die 
biochemische Verwirklichung der negativen Regulation 
ist einfach: eine reversible sterische Hinderung des Pro- 
zesses, der reguliert werden SOH, genugt. Sie kann sich 
auf jeder Stufe des Prozesses abspielen. Die Hemmung 
des erstcn Schrittes der Proteinsynthese erscheint als be- 
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sonders wahrscheinlich, aber die Hemmung spaterer 
Stufen ist ebenfalls moglich. Nach der Theorie von Jacob 
und Monodhaben die Strukturgene des Lactose-Systems 
eine negativ regulierte Startregion fur die Transcription. 
Dafur werden zwei Regulationselemente benotigt: 1. ein 
diffundierbares Genprodukt (der Repressor), das in der 
Lage ist, mit einem ,,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 daB 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[21. 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 fur die p- 
Galaktosidase (z), die lac-Permease (y) und die Trans- 
acetylase (a) enthalten. Sie werden in ein Molekul mes- 
senger-RNA (m-RNA) transcribiert I l l .  Die Ableserich- 
tung Iauft von z nach Zwischen der fur den Start 

Prorytor Fromotor Operator 
ap la tc r i sches  I 

j lac Gen , ' l ac -  Strbkturgene 
DNA p, I 0, 0 r - - - 7  - Y - a 7  

Transcmtion 4 ' I 

* . ~ 

R N A  I-Gen-m-RNA- lac-m-RNA 

Translation t lac-Repressor P-Galahtosidase lac-Permease Transacetylase 
Protein - -----A D-- 

Abb. 1 .  Das Lactose-System aus E.co/I: D S A  macht RSA. RNA macht 
Protcin - das ist das Dogma der .Molekularhiologie. Am regulatorischen 
i-Gen wird die I-Gen-messenger-RNA syntherisiert, die in das Repres- 
sor-Protein iiher5etzt wird. An den lac-Strukturgenen wird die entspre- 
chende messenger-RNA gebildet. die In drei Proreine ubersetzt wird: 
P-Galaktosidase. lac-Permease und Transacetylase. Die Promotor-Orte 
(p)  sind die Startstellen der Transcription. Am Operator (0) wlrd die 
Synthcse des lac-Messcngers reguliert. Die Ahhildungrn 1 his 3 sind mcht 
im korrekrcn MaUsrah gezeichner. 
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der Transcription verantwortlichen DNA-Region, dem 
Promotor (p,), und dcm Beginn des Z-Gens liegt eine 
DNA-Sequenz, an die sich der Repressor in Abwesen- 

kao”lj Represscr-Operator-Komplex 

Abh.  2. Repression: Der Repressor ist an die Operator-DNA gebunden. 
Die RNA-Polymerase-Molekule kdnnen nicht an ihre Startstelle p7 
(Promotor) gelangen. um an den lac-Struktur-Genen messenger-RSA 
zu synthetisieren. Auch am Promotor p,  des i-Gens befindet sich k i n e  
RSA-Polymcrase: er gilt als schlcchrer Promotor. Su r  schr selten wird 
cine Transcription des i-Gens mil Erfolg gestartet. Das cap-Protein [ 6 5 ]  
und cyclischc AMP [64] sind in den Abhildungen 2 und 3 weggelaqsen 
(siehe Ahschnitt 3.7). 

heit von Induktor bindet (Abb. 2)1‘1. Diese Region wird 
Operator (0 )  genannt. 1st der Repressor an den Operator 
gebunden, kornmt es nicht zur Transcription der lac- 
Strukturgene. Promotor, Operator und die Strukturgene 
bilden zusammen ein Operon. Der Repressor wird durch 
ein Gen, das i-Gen, codiert, das sich links an den Prorno- 
tor p7 anschlieRt. Das i-Gen wird ebenfalls von links nach 
rcchts transcribiert, so daM sich sein Promotor (p,), das 
heiBt die Startstelle seiner Transcription, an seinem lin- 
ken Ende befindet“]. Die Reihenfolge aller lac-loci ist 
also pl, i, p,. 0, z, y, a. 

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 

fiNA -Polymerase 
am Star t  

RVA-Palymerase Dei 
3er ’:aiscriptim 

lac-messenger- R V A  
I F T  ds l P T G  

J-5alahtos.dase lac-Perrnease Transacetylase - - -. - -- i P T G  
iieo*ess?--;idLktor- - ~ 

Komplex 

Ahh. 3. Induktion: Der Induktor wurdc zugefugt. Alle Repressor-Mo- 
lckule bcfindcn sich in  Repressor-Induktor-Komplexen. die sich nicht an 
den Operator binden kannen. Der Operator ist frei. Ein RNA-Poly- 
merase-Molekiil ist dabei. von der Promotorstelle des Struktur-Gens aus 
seine Reise auf der DNA zu starten. Die Transcription beginnt. Hevor die 
Polymerase das Ende des Strukturgens erreicht, beginnen andere Poly- 
merase-Molekile ihre Rcise. Die langen Ketten der bereits transcribier- 
ten messenger-RNA hangen von den RNA-Polymerase-Molekiilen 
herah. An ihnen werden die Struktur-Proteine synthetisiert. 

kann ablaufen (Abb. 3). Der Repressor existiert in zwei 
Forrnen: die eine Form (R) ist in der Lage, den Induktor 
(I) ,  aber nicht die Operator-DNA (0) zu binden. Die 
andere Form (R’) kann die Operator-DNA (0), aber 
nicht den Induktor (I) binden. D a  die Induktion rasch 
verliiuft, muB sich das Gleichgcwicht zwischen den For- 
men R und R’ rasch einstellen: 

O R ’ g O  + R’ 
R‘ G R 
R t I S R I  

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

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

Lactose erhoht die Geschwindigkeit der 6-Galaktosi- 
dase-Synthese in Escherichia coli. Das Produkt des y- 
Gens (lac-Permease) ist notig fur das Eindringen der 
Lactose in die Zelle[6]. Eine y--Mutante, die also kein 
aktives y-Gen-Produkt erzeugt, kann durch Lactose 

E coli - ZeUe 

-- 
OH lac-Permease OH 

Iftasalkonzentration! I Basalhonzentratron 1 OH 
Lactose 1 -6-Al lolactose 

Induktion 
Repressor - der Synthese von 

1-6-Allolactose Allolactose- - -J-Galaklosrdase, 
+ Repressor Komplex lac-Permease. 

Lactose 

Nahrmedium 

Abh. 4. Induktion mit Lactose: Zunachst muB Lactose in  die Zelle cin- 
trcten. Dam ist lac-Permease erforderlich. von dcr auch in  uninduzierten 
Zellen immer einige Molekiile vorhanden sind. Die Lactose mu13 dann 
auf ein 13-Galaktosidase-~olekul treffen. Nicht induzierte Zellen enthal- 
ten einige Molekule (3-Galaktosidaae. Hicr wird die I.actose entweder 
hydralysicrt oder i n  ein Lactose-Isomer (1-2.. 1-3-, I-6-Allolactose) 
timgeuandelt. h’ur I-6-Allolactose kann an den lac-Repressnr gehundcn 
uerden. 

nicht zur Bildung der Enzyme fur den Lactose-Abbau 
induziert werden, weil die Lactose nicht in die Zelle ein- 
dringen kann. Hat die Lactose Eintritt in die Zelle gefun- 
den, so ist sie imrner noch zur Induktion unfahig[’1. Sie 
muR zunachst durch die wenigen Molekiile P-Galaktosi- 
dase, die auch in einer nicht induzierten Zelle vorhanden 
sind, in den richtigen Induktor urngewandelt werden. 0- 
Galaktosidase spaltet nicht nur Lactose in Galaktose und 
Glucose, sondern iibertragt auch den Galaktoseteil der 
Lactose auf geeignete Acceptoren181. Als solche konnen 
Molekiile dienen, die aliphatische Hydroxygruppen tra- 
gen. Unter den Produkten der Galaktose-ubertragung 
sind das 1-6-Isomer der Lactose (Allolactose) und 
das Galaktosido-p-D-glycerin Induktoren des lac-Sy- 
~tems[’.~1. Andere Lactose-Isomere, die ebenfalls gebil- 
det werden, haben sich als inaktiv erwiesen. Die gesamte 
Reaktionskette ist in Abbildung 4 wiedergegeben. 

Um die experimentellen Kornplikationen, die damit ver- 
bunden sind, zu umgehen, hat man Galaktoside syntheti- 
siert, die auch in Abwesenheit der Permease in die Zelle 
eindringen konnen, die auch ohne vorherige Einwirkung 
von 6-Galaktosidase Induktoren sind, und die durch p- 
Galaktosidase nicht hydrolysiert wcrdenl I ( ’ .  I ‘1. Der wirk- 
samste dieser synthetischen Induktoren ist Isopropyl-l- 
thio-6-D-galaktopyranosid (IPTG). Es  wirkt bei einer 
niedrigeren Konzentration induzierend als alle anderen 
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T a b e l k  2. Mutationen im i-Gen 

Konstitutiv, wachst 
auf Lactose 

lac-Induktoren, und unter Sattigungsbedingungen er- 
zeugt es die kraftigste P-Galaktosidase-Synthese. 

Jede Analyse der Konzentrationsabhangigkeit der In- 
duktion hat zur Voraussetzung, daB die Konzentration 
des Induktors innerhalb der Zelle bekannt ist. Die lo- 
nenkonzentration muB nicht gleich der AuBenkonzen- 
tration im Nahrmedium sein, da der Induktor in der Zelle 
angehauft werden kann. Das ist der Falll'21 beim 1 - p - ~ -  
Galaktosidoglycerin, von dem man eine Zeit lang an- 
nahm, es sei der wirkungsvollste Induktor des lac-Sy- 

Der mutierte Repressor 
bindet nicht an  den 
Operator. E r  stoppt nicht 
d i e  Transscription der  
lac-Strukturgene 

Konstitutiv. transdomi- 
nant, w%hstaufLactose 

Normale basale 9-Galak- 
losidaseaktivit81, keine 
lnduktion mil niedrigen 
lnduktorkonzentrationen. 
transdominant ilber i+,  
wEhst nicht auf Lactose 

Konstituliv. 9-Galaktosi- 
dase-Synthese wird durch 
einige Galaktoside re- 
primien 

lid-Repressor bindet 
nicht an  den  Operator. 
Bildet mit i+-Repressor  
gemischte  i'/i.d-Oligo- 
mere. die sich ebenfdlls 
nicht an  den  Operator 
binden 

Repressor bindet den  
Operator, aber schlecht 
oder  gar nicht den  In-  
duklor  

Noch wenig untersucht 

~~ 

Konstitutiv be1 hoher 
Temperatur, bei niedri- 
gerTemperatur wie Wild- 
typ, wachst auf Lactose 

~~ 

Repressor 1st tempera- 
turempfindlich 

~~ 

Konstitutiv bei hoher 
Temperatur, bei niedri- 
ger Temperatur wie Wild- 
typ, wachst auf Lactose 

~ 

Repressor-Unterein- 
heiten sind temperatur- 
empfindlich. der  tetra- 
mere Repressor ist stabil 

lnduktion durch subnor- 
male IPTG-Konzentratio- 
nen, wachst auf Lactose 

Repressor bindet IPTG 
fester a ls  normal 

Wildtyp, w k h s t  auf 
Lactose 

Ca. 200  MolekUle nor. 
maler Repressor pro 
Zelle 

Wildtyp. wschst auf 
Lactose 

Ca. 1000 Molekiile nor- 
maler Repressor pro 
Zelle 

Lit. 

Ill Wildtyp, induzierbar, 
wachst auf Lactose 

Ca.  10 Molekiile nor- 
maler Repressor pro 
Zelle 

I I11 

i d  

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- 
D-fucopyranosid (ONPF). Man kann sich seine Wirkung 
durch Bindung an die Form des Repressors vorstellen, 
die sich an den Operator bindet [131, so daB der Opera- 
tor-Repressor-Komplex stabilisiert wird. Es uberrascht 
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[I4] genannt. Die Strukturunterschiede zwischen In- 
duktoren, Antiinduktoren und inerten Verbindungen 
sind ziemlich klein (siehe Tabelle 1). 

Tabelle 1. Spezifitat von Induktion und Antiinduktion. 

iTSS 

Induktoren: 
1-6- ~~-o-Galaktopyranosyl-D-~ucose [7,9] 
Isopropyl- 1 -1hio-P-o-galaktopyranosid [ 1 11 

Anriinduktor: 
c-Nitrophenyl-~-o-fucopqranosid [ 91 

Schwacher Induktor und schwacher Antiinduktor: 
pAminopheny l -  1 -1hio-p-o-galaktopyranosid [ 141 

Inerre Analoge: 
1-4-~~-D-GalaktOpyranOSyl-D-gluCOSe (Lactose) [7,9] 
p-Nitrophenyl-b-D-fucopyranosid 191 
o-Nitrophenyl- 1 -thio-b-o-fucopyranosid [9] 

i' 1161 

iq 1161 

i'Yperq 

- 

nant" bedeutet dagegen, daB der konstitutive Charakter 
des i--Gens uber den i--Charakter des anderen i-Gens 
dominiert. Zu den rezessiven gehoren: a) die ,,non- 
sense"-i--M~tanten~'~~~~], 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 vollstandig fehlt), und 
c) einige, aber nicht alle ,,missense"-Mutationen, in de- 
ren i-Gen-Produkt eine Aminosaure durch eine andere 
ersetzt ist. Unter den transdominanten Mutationen sind 
drei , ,missense"-Mutat i~nen[~~~ 16], aber auch drei Dele- 
tionen gefunden wordenl"], die alle in das Aminoende 
hineinreichen. Ihr Verhalten kann durch negative Kom- 
plementation (d. h. die Bildung von gemischten i-i-d- 
Oligomeren)[16] erklart werden: der iVd-Charakter einer 
Untereinheit ,,verdirbt" alle ,,guten" i+-Untereinheiten. 
Das ist insofern moglich, als der normale Repressor ein 
Tetrameres ist (siehe unten). Denkbar ware auch, daa 
der i-d-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 D T G  (Thiodigalaktosid) an 

2.3. Mutanten des i-Gens 

Das i-Gen ist durch eine groBe Zahl von Mutanten cha- 
rakterisiert, die in verschiedenen Phanotypen 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 heist, sie produzieren unter allen 
Umstanden groBe Mengen von fl-Galaktosidase['I. 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- 
zessive['l und transdominante (i-d) [L5. 161; mit ,,rezessiv" 
ist gemeint, daB die Einfuhrung eines zweiten funktio- 
nierenden i'-Gens in eine Zelle, die bereits ein i--Gen 
tragt, zur Repression fuhrt. Das neue i+-Gen produziert 
aktiven Repressor, der durch eventuell vorhandene Pro- 
dukte des i--Gens nicht beeinfluat wird. ,,Transdomi- 
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den Opcrator gebunden wird[2”.2’l. Sic haben die Be- 
zeichnung i R  bekornmen. In den meisten dieser Falle ist 
die Repression nicht quantitativ. 

Zwei Klassen von temperaturempfindlichen i --Mutanten 
sind isoliert worden[??l: Mutanten, in denen das i-Gen- 
Produkt selbst ternperaturlabil ist (iT1.), und Mutanten, 
in denen ein Vorlaufer (die Untereinheit) des Repressors 
ternperaturlabil ist (i’”). 

Es gibt zahlreiche Mutanten, in denen IPTG oder Lac- 
tose bei den iiblichen Konzentrationen nicht induzieren. 
Der Phanotyp solcher Mutanten ist lac , das heiBt sie 
konnen auf Lactose nicht wachsen. Sie sind transdomi- 
nant. Der Defekt liegt im i-Gen, ihre Bezeichnung ist 
i\[’?l. Sie sind ziernlich selten. Nur 0.2 92 unabhangiger 
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 vorn Typ i -  
oder oc (siehe unten), weil es vie1 leichter ist, das i-Gen 
durch eine Mutation zu storen, als genau das Basenpaar 
zu revertieren, das aus dem ursprunglichen i ’ - einen is- 
Typ gemacht hat. Eine seltene Mutante (i‘) ist isoliert 
worden, i n  der die Bindung des Repressors an IPTG fe- 
ster aIs normal ist[?‘I. 

2.4. Mutanten des i-Gen-Prornotors 

Von ciner i-Gen-Mutation des Typs iTSS (Bildung eines 
temperatur-ernpfindlichen Vorlaufers des Repressors) 
ausgehend122]ist eine i-Gen-Mutante isoliert worden, die 
lac-Repressor iiberproduziert [ “ I .  Sie hat die Bezeich- 
nung is (q fur Quantitat) bekornmen. Die uberproduk- 
tion schien zunachst etwa 10-fach zu sein. Diese Angabe 
basierte auf Werten fur den Ausgangsstamm, der einen 
Oberschul3 an ternperatur-ernpfindlichern Repressor 
produzierte. In der Folge wurde die TSS-Mutation her- 
ausgekreuzt, und es resultiertc t i n  Starnm, der eine 20- 
fache Oberproduktion des Repressors (vermutlich vom 
Wildtyp) aufwiesl”]. Von diesern Stamrn ausgehend war 
es moglich, einen noch besseren uberproduzenten zu 
gewinnen[261. Dieser Stamrn rnit der Bezeichnung isupcrq 

erzeugt 5- bis 10-ma1 mehr Repressor als der iq-Stamm 
(Tabelle 3). Diese Stamme sind benutzt worden, um ge- 

rabellc 3. lac-Repressor-Konzentrationen in einigen Stammen. 

Genoiyp lac-Repressor-Molekule pro Zelle 

6000 
1000 

nugend Repressor (4 g) fur eine Sequenzanalyse zu ge- 
winnen (siehe unten). Die q-Mutation wurde am linken 
Ende des i-Gens kartiertl”]. 

0, 0 I - Gen 0, 

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

[Protein -Gen- 
Produktl 

Deletionen 

i 
) w !I 

I 
Ahh. 5 .  Genkarte dcs i-Gens: Sechzchn 1’- und zwei id-Mutanten wur- 
den mit siebzehn TonU-i-Deletionen kartiert. Die Deletionen X8600 
stammen aus der Sammlung von J.  Miller, die Stamme Nr. 86, 101, 236, 
240,277.272 und 275 ausder Sammlungvon R. Muller-Hill. die Stamme 
Nr. N I . N 2 .  2A. 14A.43.44 und4SausderSammlungvon S.Bourgeois. 
Starnm y 18 von C. Wi/lson. die Stamme 24 und 522 von J. Davies. Die 
Genkarte wurde win M. Pfahl hergestellt. Einzelheiten werden an ande- 
rer Stelle mitgeteilt [25]. 

Nur einige der erwahnten i--Mutationen sind durch 
Drei-Faktor-Kreuzungen lokalisiert w ~ r d e n [ ’ ~ I .  Wir ha- 
ben mit der Kartierungvon is- und id-Mutationen begon- 
nen[”] (Abb. 5). Seehzehn is- und zwei i-d-Mutantenso- 
wie siebzehn Deletionen wurden geordnet. Obwohl die 
untersuchte Zahl der Mutationen und Deletionen zu 
klein ist, um endgiiltige Aussagen zu machen, erkennt 
man, dal3 die iFd-  und die iP-Mutationen in Gruppen an 
bestimmten Stellen des Genoms liegen. Die Sequenzana- 
lyse dieser und weiterer im aktiven Zentrurn mutierter 
Repressoren sollte Auskunft uber ihre Wirkungsweise 
bringen. 

E.coli enthalt normalerweise pro Chromosom nur eine 
Kopie eines jeden Gens. Es  ist seit langem bekannt, dal3 
die Verdoppelung unregulierter Gene zu einer Verdop- 
pelung der Gen-Produkte fiihrt[22]. Stamme rnit drei Sat- 
Zen von lac-Genen kann man mit Hilfe eines lac-trans- 
duzierenden Phagen k ~ n s t r u i e r e n l ~ ~ l .  Wie erwartet ergibt 
sich annahernd eine Verdreifachung des i-Gen-Produk- 
tes. Eine elegante Methode zur Einfuhrung von Kopien 
eines bestimrnten Gens in E.coli ist die Benutzung eines 
sich verrnehrenden, speziell transduzierenden Phagen, 
der dieses Gen tragt. Ein solcher Phage ist fur das lac-Sy- 
stem ~erfiigbar[~’l. Er ist durch die Einfuhrung von zwei 
weiteren Mutationen noch brauehbarer gemacht wor- 
den. Die eine dieser zusatzliehen Mutationen erlaubt es, 
die Verrnehrung des Phagen durch kurze Hitzebehand- 
lung des Bakteriums zu starten (der Phage hat einen 
temperatur-empfindlichen Repressor; die Mutation wird 
cIHS7 genannt), die andere Mutation verhindert die Lyse 
der Bakterienzelle nach der Induktion des Phagen (die 
Natur der Lysehemmung ist nicht klar, die Mutation wird 
rnit t68 bezeichnet[28)). Die Benutzung dieses Phagen 
bringt eine 30-fache Erhohung der Repressorproduk- 
tion[’61 (siehe Tabelle 3). 

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

Vom Repressor werden nur wenige Molekule pro Zelle 
synthetisiert. Eine genaue Bestirnrnung der Menge ist 
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schwierig, man kann aber die Existenz von ungefahr 10 
Molekulen pro Zelle annehrnen[*'l. Die wahrscheinlich- 
ste Erklarung fur die geringe Repressormenge ist, daB 
der Prornotor des i-Gens (das heiBt die Startstelle fur die 
Transcription des Gens) nicht sehr wirksam ist["I. Eine 
oder zwei Kopien der i-Gen-messenger-RNA pro Zell- 
teilungscyclus konnten ausreichen, um die gefundene 
Repressormenge zu erklaren, da ein Molekiil messenger- 
RNA mehrfach abgelesen werden kann, bevor es abge- 
baut wird. Die Annahme einer sehr niedrigen Synthese- 
geschwindigkeit fur die i-Gen-messenger-RNA kann als 
Grundlage fur die Erklarung verschiedener Phanomene 
dienen: 

Nach einer Konjugation zwischen einem Donor-i ' z+- 
Stamm (F'oder Hfr) und einern Rezeptor-Stamm rnit ei- 
ner lac-Deletion wird P-Galaktosidase ungefahr 60 Mi- 
nuten lang mit hoher Geschwindigkeit produziert["l 
(Abb. 6). Die fi-Galaktosidase-z'-Gene sind nach dem 

I + 

Ahh. 6. Beginn der Repression in  einem Konjugationsexpcriment: Das 
Experiment, das bercits einrnal rnit unklarem Ergebnis mit einem 
F'iq'SS-Donor-Stamm [16] ausgefiihrt worden war, wurdc hier mil 
einem F'iq-Donor-Stamm wiedcrholt. SmS-Donor-Zellen mit dem 
F'i-z-. oder dem F'i%'-Episorn aus der exponentiellen Phase einer 
Zucht bei 37 C wurden zur Zeit I = 0 mit einem zweifachen UberschuB 
von Sm'-Acceptor-Zellen. die eine RV-lac-Deletion enthielten,gemischt. 
Nach 10 Minuten weiteren Wachstums bei 37'C im gleichen Medium 
[ 101 wurde die Konjugation durch kriftiges Schiitteln und Zufiigen von 
3Oy h'atriumdodecylsulfat/ml unterbrochcn. Streptomycin (250y/ml) 
wurde zugefiigt, um weitercs Wachsrum der Donor-Zellcn 2u verhindern. 
In 10-Minutcn-lntervallen wurden Prohen zur Messung der 6-Galakto- 
sidase entnommcn 191. Die ubertragung des lac-Charakters wurde durch 
Plattieren brstimmt. sie lag zwischen 15 und 20%. Die 6-Galaktosidase- 
Aktivitat ist in willkiirlichen Einheiten angegehen Dcr Blindwert fur die 
Donor-Zellen wurdc abgezogen. - . - . - Donor F I  'z+,  - x - x - 
Donor F'iq7+. Die Daren 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 heiRt, bis die erste i-Gen-messenger-RNA produ- 
ziert worden ist, entsteht fi-Galaktosidase mit maximaler 
Geschwindigkeit. Die Repressor-messenger-RKA wird 
in verschiedenen Zellen zu verschiedenen Zeiten syn- 
thetisiert, aber nach einer bestimmten Zeit sollte die 
Halfte aller vorhandenen Zellen ein Molekul i-Gen-mes- 
senger-RNA erzeugt haben, an dem dann mehrere Re- 
pressor-Molekule innerhalb weniger Minuten syntheti- 
siert werden. Das fuhrt zum fast vollstandigen Abbrrich 

der P-Galaktosidase-Synthese in diesen Zellen. Tragt 
man den Logarithmus der relativen Geschwindigkeit der 
0-Galaktosidase-Synthese gegen die Zeit auf, so erhalt 
man eine Gerade (Abb. 7) .  Beim Wildtypstamm F'lac 

L I  1 

30 50 10 
@ Zeit l m i n l  - 

Abb. 7. Beginn der Repression in  einem Konjugationsexperiment (Da- 
ten aus Abb. 6): Der Logarithmus der Geschwindigkeit der Synthese von 
P-Galaktosidase (in willkiirlichen Einheitcn) ist gegen die Zeit aufgetra- 
gen. Die Geraden weisen auf den exponentiellen Abfall dieser Ge-  
schwindigkeit hin ( -  . - . - F'i-zly-. - X - X - F'iqz+y+). Wirinter- 
prctieren dicscs Ergebnis so. daO die i-Gen-Transcription im Wildstamrn 
seltener als im iq-Starnm stattfindet [ lh ] .  

i-z'y ' findet man einen exponentiellen Abfall der Ge- 
schwindigkeit der P-Galaktosidase-Synthese uber 60 
Minuten. Nach 24 Minuten ist die Synthesegeschwindig- 
keit um den Faktor l / e  abgesunken. Wenn die hier gege- 
bene Erklarung korrekt ist, bedeutet das, daR alle 24 
Minuten ein Molekul i-Gen-messenger-RNA syntheti- 
siert wird. Die Existenz der &Mutation errnoglicht eine 
Kontrolle dieses Experimentes. 1st iq eine Promotor- 
Mutation, das heiBt, erhoht sie die Haufigkeit der i- 
Gen-Transcription, dann muR die Geschwindigkeit der 
6-Galaktosidase-Synthese bei Verwendung cines 
F'iqz+ y'-Stammes entsprechend schneller abfallen. Ab- 
bildung 6 enthalt die Versuchsbedingungen, Abbildung 
7 zeigt, daR bei einem iq-Stamm die Geschwindigkeit der 
P-Galaktosidase-Synthese mindestens dreimal so schnell 
abnimmt wie beim Wildtyp. Das bedeutet, daR die Fre- 
quenz der i-Gen-Transcription beim is-Stamm dreimal 
so groR ist wie beim i+-Stamm. Es mag verwundern, daR 
sie nicht noch hoher ist, da doch die 20-fache Repres- 
sor-Menge synthetisiert wird. Wir konnen irn Moment 
dafur 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 langsarn vor sich gehti3']. 

Man beobachtete den gleichen exponentiellen Abfall der 
fi-Galaktosidase-Synthesegeschwindigkeit wie unter 
normalen Bedingungen. Es ist also die m-RKA-Synthese 
selbst, die geschwindigkeitsbestimmend ist; die Assozia- 
tion der Repressor-Untereinheiten verlauft ziemlich 
schnell[16]. 

Die geringe Repressormenge in Zellen vom Wildtyp ist 
die Ursache fur ein anderes interessantes Phanomen: 
der ,,Ausbruch" (escape) der Synthese von b-Galakto- 
sidase nach Induktion von lac-transduzierenden Phagen 
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durch UV-Bestrahlung[3'l oder Hitze1"I. Die lac-Gene 
i-0-z'y ' entkommen der Kontrolle des Repressors: p- 
Galaktosidase wird nach dcr Induktion des Phagen kon- 
stitutiv synthetisiert. Offenbar ist die dereprimierte Syn- 
these darauf zuruckzufuhren, daB zu wenig Repressor 
anwesend ist. um alle lac-Operatoren der reduplizieren- 
den DNA zu besetzen. Besonders saubere Ergebnisse 
sind mit dem hitze-induzierbaren Phagen hc1,,,h80t68d- 
lac erhalten worden [ 3 2 1 .  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 iq-Gen, so wird ein ,,Aus- 
bruch" der Synthese nicht beobachtet. Dann namlich 
wird jederzeit genug Repressor synthetisiert, urn alle 
Operatoren zu besetzen. 

Eine andere Konsequenz der Existenz nur weniger Re- 
pressor-Molekule pro Zelle ist die Kinetik der p-Galak- 
tosidase-Synthese nach der Hitzeinduktion eines irSs- 
Stammes[221. Man hat das ,,Einschalten" der p-Galakto- 
sidase-Synthese durch Temperaturerhohung als Hitze- 
induktion bezeichnet. Im iTSS-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 LU werden. LaBt man einen iTSS-Stamm mehrere Zell- 
generationen bei niedriger Temperatur wachsen und er- 
hiiht dann die Temperatur auf 43"C, dann beobachtet 
man eine Beschleunigung der (3-Galaktosidase-Synthese 
noch vor der Verdoppelung der Zellzahl. Die erste Er- 
klirung fur dieses Phanomen lautete, daR bereits gebil- 
deter i'rSS-Repressor in ruhenden Zellen stabil sein sollte. 
Untcr Wachstumsbedingungen vermutete man fur den 
Repressor cine Halbwertzeit von 1/10 bis 1/5 der Gene- 
rationszeitlZ2l. Eine plausiblere Erklarung ist allerdings, 
daB der i rSs-Repressor doch etwas temperaturlabil ist: 
Bei sehr niedrigem Repressorspiegel konnen kleine Dif- 
ferenzen der Repressorkonientration in verschiedenen 
Zellen zu auBerordentlich verschiedenen Geschwindig- 
keiten der (3-Galaktosidase-Synthese fuhren. Zwei lac- 
Operatoren und zwei Repressor-Molekule fuhren zu 
kompletter Repression, wahrend zwei lac-Operatoren 
und ein Repressor-Molekul die optimale Funktion eines 
der beiden lac-Promotoren ermoglichen. Die Situation 
laMt sich durch eine Poisson-Verteilung beschreiben. 
Nach dieser Interpretation wurden einige Zellen ziem- 
lich bald nach der Temperaturerhohung weniger Re- 
pressor als Operator enthalten. Will man diesen Mecha- 
nismus beweisen. so muB man den ungleichen p-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 fur die Regulation des 
lac-Systems veroffentlichten, war gerade die Existenz 
der messenger-RNA bewiesen worden. Die Annahme 
schien daher vernunftig, daB der Repressor eine Nu- 
cleinsaure sein konnte[351, vermutlich die dem i-Gen ent- 
sprechende messenger-RNA. Falsch interpretierte Kon- 
jugationsexperimente, bei denen vorausgesetzt wurde, 

daB Chloramphenicol die Synthese neuen Proteins 
vollstandig verhindert, bei denen aber anscheinend doch 
neuer Repressor entstand, dienten zum R e w e i ~ l ~ ~ 1 .  An- 
dererseits war es schwer einzusehen, daB ein RNA-Mo- 
lekul in der Lage sein sollte, spezifisch mit einem kleinen 
Molekiil wie IPTG zu reagieren. Was uber die Spezifitat 
von Induktoren bekannt ~ a r [ ~ . ~ . ' ( ' I ,  lieB vermuten, daB 
der Repressor ein Protein sei. Mit dem Auffinden tem- 
peratur-empfindlicher i-Gen-Mutanten[22] wurde diese 
Vermutung zur Wahrscheinlichkeit. In den temperatur- 
empfindlichen Mutanten ist entweder der Repressor 
selbst oder sein Vorlaufer temperaturlabil. Da man da- 
mals noch keine temperatur-empfindlichen RNA-Mole- 
kule kannte, muate man annehmen, daB der Repressor 
ein Protein sei. Die gleichen Mutanten ermoglichten 
einen ausgezeichneten Beweis der Tatsache, dal3 sich der 
Induktor direkt an den Repressor bindet: IPTG beein- 
fluBt die Stabilitat des temperatur-empfindlichen Re- 

Aus der Konzentrationsabhangigkeit der 
Hitzelabilitat des Repressors aus dem i 'Ss-Stamm konnte 
man auBerdem schlieBen, daB der Repressor ein Tetra- 
mer oder ein anderes Oligomer sein muBte[2'1. Wesent- 
lich handfestere Beweise fur die Proteinnatur des Re- 
pressors wurden einige Jahre spater geliefert. i--Mutan- 
ten, die aus oder i+-Stammen ['*Igewonnen worden 
waren, lieBen sich durch Nonsense-Suppressoren suppri- 
mieren. Da die Nonsense-Suppression Kettenabbruch 
am Nonsense-Codon bei der Translation verhindert, ist 
damit bewiesen, daB die Translation der i-Gen-messen- 
ger-RNA Voraussetzung fur die Synthese eines aktiven 
Repressors ist. 

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

Fur die quantitative Bestimmung des lac-Repressors 
gibt es zwei Verfahren: Gemessen wird die Bindung 
des Repressors an den Induktor IPTG[24,361 oder 
den lac-Operator [37.381. Eine empfindliche Methode 
zur Bestimmung kleiner Repressormengen ist die 
Gleichgewichtsdialyse mit 14C-markiertem IFTG[241. 
Man dialysiert den zu priifenden Extrakt gegen eine 
lO'-'-molare Losung von I4C-markiertem IPTG. 1st 
der Gleichgewichtszustand erreicht, wird die Radioakti- 
vitat 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 daR 
er in diesem Zustand IPTG sehr fest bindet['6]. Diese 
Methode ist durch die Proteinmenge (ca. bis g) 
begrenzt, mit der der Filter beladen werden kann. Auch 
andere Methoden, wie die Fallung des Komplexes mit 
A m m o n i ~ m s u l f a t [ ~ ~ ~  (Farr-Test aus der Immunolo- 
gie['"]) und die Verteilungschromatographie, sind be- 
nutzt wordenI2'1. 

Die Bindung des lac-Repressors an den lac-Operator 
kann auf zwei Weisen gemessen werden: erstens (ziem- 
lich muhsam) mit unmarkierter, lac-Operator enthalten- 
der DNA und markiertem Repressor im Glycerin- 
Gradienten [ 3 7 1 ,  und zweitens (erheblich leichter) unter 
Benutzung der Membranfiltertechnik mit unmarkiertem 
Repressor und 32P-markierter DNA[-'']. 
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2.9. In-vitro-Tests fur lac-Repressor aus Mutanten 

1. Rohextrakt 

2. uberstand der ersten 
Ammoniumsulfat- 
Fdllung (0-15%) 

3: Dialysierter Nieder- 
schlag der zweiten 
Ammoniumsulfat- 
Fallung (15-33 %) 

Der ursprungliche Test fur den l a c - R e p r e s ~ o r [ ~ ~ l  beruhte 
auf dessen Fahigkeit, IPTG zu binden[241. Die Beweise 
fur die Isolierung des lac-Repressors beruhten auf der 
Benutzung von i-Gen-Mutanten: Das physikalisch-che- 
mische Verhalten des Repressors mu13 mit den Voraus- 
setzungen ubereinstimmen, die sich aus den Eigenschaf- 
ten der Mutanten ergeben. Die einfachsten Beziehungen 
sind negativer Art. So ist zu erwarten, daR in Extrakten 
aus Stammen mit i-Gen-Deletionen kein I P K - b i n -  
dendes Material nachzuweisen ist. Tatsachlich hat sich 
in verschiedenen Stammen mit i-Deletionen keine Bin- 
dung von IPTG nachweisen lassen, aber da in einigen 
dieser Stamme die Deletion uber die Grenzen des i-Gens 
hinausgeht, war dies kein besonders guter Beweis. Aus- 
sagekriiftiger wardie 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. (Spatere 
Arbeiten (siehe unten) ergaben, daD 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 ?-Mutanten keine gute IPTG-Bindung auf- 
weisen. In der Tat wurde bei dem i'-Stamm, der als erster 
untersucht wurde, keine Bindung gefundeni?']. 

Alle diese Beweise sind negativer Natur. Bessere Be- 
weise dafur, daR IPTG vom Produkt des i-Gens gebun- 
den wird, bieten positive Beziehungen zwischen dem 
Verhalten des Extraktes und dem Genotyp der jeweili- 
gcn Mutante: Die Dissoziationskonstante des bei der 
Bindung von IPTG entstehenden Komplexes ist bei 
einem Extrakt aus einem i'-Stamm halb so groR wie bei 
einem Extrakt aus dem Wildtyp; auDerdem ist die 
IPTG-Bindungsaktivitat von i" - und iTSS-Extrakten 
hitzelabiler als die cines Wildtyp-Extraktes[421. Die Bin- 
dung des lac-Repressors an den Operator (siehe unten) 
bildet den abschlieaenden Beweis dafur, daR das i-Gen- 
Produkt der Repressor ist. Die veringerte Fahigkeit von 
is-Repressoren, den Induktor zu binden, wurde kurzlich 
sehr uberzeugend nachgewie~en[~~I :  Je starker der is- 
Charakter einer Mutante, umso schwacher ist ihre 
Wechselwirkung mit IPTG in vitro. 

14 100 61 

19 98 60 

112 88 54 

2.10. Reinigung des lac-Repressors 
Lysin 
Histidin 
Arginin 
Asparaginsaure 
Threonin 
Serin 
Glutaminssure 
Prolin 
Glycin 
Alanin 
Cystein [a] 
Valin 
Methionin 
lsoleucin 
Leucin 
Tyrosin 
Phenylalanin 
Tryptophan H 

Bei den meisten Reinigungen des lac-Repressors wurde 
nur die Fihigkeit zur Bindung von IPTG verfolgt. In die- 
s e r  Beziehungist der Repressor sehr stabil. Die Fahigkeit 
zur Bindung an den Operator verschwindet dagegen 
langsam wahrend der Reinigung des lac-Repressors: Der 
Repressor kann aus einem Stamm, der das iq-Gen[441 auf 
kh8O~,,~,t68dla~-Prophagen enthalt, in zwei Schritten 
erhalten werden: Durch kurze Hitzebehandlung der 
Bakterien wird die Vermehrung des Phagen induziert. 
Die iq-Gene, die zusammen mit dem Phagen vermehrt 
werden, erzeugen Repressor, der ungefahr 1 o/c des Iosli- 
chen Proteins ausmacht. Die Bakterien werden abzentri- 
fugiert und zur Lagerung eingefroren. Sie lysieren, wenn 
man sie in Puffer (pH = 7.6) bringt. Die Zelltrummer 

3.61 
1.69 
4.80 
9 0 4  
5.37 
1.34 

12.43 
3.95 
7.34 

11.58 
0.58 
8.19 
2.25 
5.65 

10.73 
2.26 
2.26 
0.56 

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. Keinigung von lac-Repressor aus 100 g gefrorener %ellen 
(AhAOclXi,thXdlaci~) [44].  

Schritt 

4: Chromatographie an 1 1300 I 54 1 33 
Cellulosephosphat 

[a] Die sperifische Aktivitat des lac-Repressors wrd durch Gleichge- 
wichtsdialyse gegen "C-markiertes IPTG bestirnrnt [24]. Die Angabe 
" rmg- 'ml - !  hedeutet: UberschuE an IPTG im Dialyseschlauch (a) divi- 
diert durch die Proteinkonzentration (mgirnl). 

Cellulose und auf Sephadex ist ebenfalls mit Erfolg an- 
gewandt wordeni3'. 461. Im Rohextrakt eines hitzeindu- 
zierten, nicht eingefrorenen, Phagen enthaltenden 
iq-Stammes hat der Repressor eine Sedimentationskon- 
stante von 7 S. Er tendiert dazu, wahrend der Reinigung 
zu aggregieren und aus der Losung a u s ~ u f a l l e n i ~ ~ . ~ ~ ~ .  
Unsere Arbeiten zeigen, daR sich die Sedimentations- 
konstante von 7 S nicht wesentlich andert, wenn der Re- 
pressor in Gegenwart von lo-' M IPTG oder M 
Oh'PF zentrifugiert wird. Durch Gleichgewichtszentri- 
fugation wurde die relative Molekulmasse der 7-S- 
Spezies zu 150000 be~t immt[ '~] .  Bei der Elektrophorese 
auf Acrylamid-Gel, das Natriumdodecylsulfat (SDS) 
enthalt, ist nur eine einzige Bande zu beobachten. Aus 
der Wanderungsgeschwindigkeit dieser Bande errechnet 

Tabelle 5 .  Arninosaurt:-Zusamrnensetzung des lac-Repressors a m  
E. coli (iq). 

Aminosaure pmO1/1m pmOl --I-- Zahl der ftir 
MG = 40000 
berechneten 
AminosAurereste 

13 
6 

17 
32 
19 
26 
44 
14 
26 
41 

3 
29 

8 
20 
38 
8 
8 
2 

[a] Als Cysteinsaure bestimmt. 
[b] Sach enzyrnatischer und alkalischer Hydrolyse. 
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man eine relative Molekiilmasse von 39000[J']. Aus der 
Aminosaure-Analyse erhalt man den Wert 40000 fur das 
MonomerelJhl. Die stabilste Form des Repressors scheint 
das Tetramere zu sein. 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 Aminosaure-Zusammensetzung 
ist normal: Der Repressor enthalt alle normalerweise 
in Proteinen vorkommenden Aminosauren[461 (Tabelle 
5 ) .  Er ist ein saures Protein (isoelektrischer Punkt = 

5.6)IA51. 

Die Analyse des reinen Repressors hat keine Hinweise 
auf die Anwesenheit von reduzierenden Zuckern oder 
Nucleinsauren ergeben [JJ]. Das Verhaltnis der Absorp- 
tion bei 280 nm zu der bei 260 nm erreicht bei reinen 
Praparaten des Tetrameren den Wert 1.8 (Tabelle 6 ) .  

Rei gealterten Praparaten, in denen der Repressor be- 
reits zu aggregieren beginnt, kann das Verhaltnis der 
Absorptionen infolge der Lichtstreuung wesentlich nied- 
riger liegen und so zu der irrigen Vcrmutung fiihren, es 
seien Nucleinsauren anwesend. 

Relat. Molekulmassc 

Tahelle 6 Eigenschaften des  lac-Repressors aus  E. coli (i') 

Hestimrnungsmerhode 1.11. 

150000 Hochgeschwindlgkeirs-Glelchge- 1451 
wichtszentrifugarion 

besteht. Dafur spricht auch das einheitliche amino-ter- 
minale Ende ( Methionin)l-",461 und die einheitliche Se- 
quenz des carboxy-terminalen Endes Arg-Lysl"l. 

Polyacrylamidgel-Eleklrophorese 
mil Na-Dodecylsulfal. Amino- I 40000 I saure-Analyse 

I I I 

0 1 2 3 L 5 6  
[Gebundenes IPTGI I [ F r e e s  i?TGl - 

145.461 

Abh.  8. Zahl de r  Rindestellen fur  den  Induktor  a m  lac-Repressor. Die 
Konzentration an  gebundcncni  IP rG is1 gcgen das  Vcrhaltnis d e r  Kon- 
zentrationen an gehundenem IP'IG und freiern IPTG aufgetragen. D ie  
Konzentration des Repressors  war in diesem Experiment  3.6 X 10-',. 
Die Extrapalalion de r  Kurve  fuh r l  zu vier Bindun sstellen p ro  R e -  
pressormolekiil d e r  relativen Molekulmasse 1 S O O O O ~ ~ 6 ~ .  

Hindungssrellen f i r  IPTG 
pro MG = lSOo00 

Hindungskonstanie fur 
IPTG be1 4'C und p H  .- 7.6 

4.2 Gleichgewichtsdialyse 1461 

Gleichgcwirhtsdialyse [24,36.46]  
1.8 x I K h M  

Relat. Molekulmasse 
der Untereinheir 

Scdinientationskonstan~c Zenirifugation im Glycenn- 124.36,46] 
Tetrarner Gradienten 
Monomer 

lsoslektrischer Punk1 lsoelckrrische Fokussicrung 

DSA-Gehalt 
RNA-Gchalt 

I '8 I 1 l ' i  
Methlonm DNP-Methode. Dansyl-Methodc. (45,461 I N-cndsrandige Aminosaure 

Edman-Abbau 

(:-endslandige 
Aminosaure 

Carboxypcptidase B, 
Ilydratinolyse 

Die Zahl der Bindungsstellen fur IPTG ist sorgfaltig be- 
stimmt worden (Abb. 8). Es gibt exakt eine Bindungs- 
stelle pro Untereinheit[J31. 

Papierchromatogramme des Proteins nach Spaltung mit 
Tryp~in[~ ' l  zeigen die Zahl von Fragmente~~[?~l ,  die man 
nach dem Gehalt an Arginin und Lysin (zusammen 30 
pro MG = 40000, Tabelle 5 )  erwartet. Zusammen mit 
den genetischen Daten ist dies ein starker Hinweis dar- 
auf. dal3 der Repressor aus vier gleichen Untereinheiten 

2.11. Eigenschaften der Repressoren aus 
verschiedenen i-Gen-Muianten 

Nur wenige i-Gen-Mutanten sind auf die biochemischen 
und physikalischen Eigenschaften ihrer Repressoren hin 
untersucht worden. Dabei hat sich uberraschenderweise 
herausgestellt, daL3 viele i -Mutanten noch IPTG-bin- 
dende Aktivitat enthalten. Das ist der Fall bei einer i-d- 
Mutante (i;j)["l, einer transdominanten Deleti~n[".~'l,  
die vom Tryptophan-Operon bis in den ersten Teil des i-  
Gens reicht, und bei der Deletion Ll[I91, 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 Katriumdodecylsulfat zu 38 000 be- 
stimmt 

Cienotyp 

2.12. Dominanz der lac-i-Gen-Mutanfen 

dominant hber Lit. 

A l s  Jacob und Monod ihr Modell vorschlugen, schienen 
die Dominanzverhaltnisse der i-Gene einfach und klar. 
Anwesenheit des Repressors (i') war dominant iiber die 
Anwesenheit (i-)[Il. Die Anwesenheit eines mutierten 
Repressors, der nicht in der Lage war, mit dem Induktor 
in Wechselwirkung zu treten (is), war dominant sowohl 
iiber i + als auch iiber i -  [ 2 3 1 .  Die Entdeckung der trans- 
dominanten i-d-Mutanten brachte die ersten Pro- 
bleme11s.161. Wirken sie durch negative Komplementa- 
tion (das heiRt, 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 fur die 
Dorninanz ist, dann mussen die Untereinheiten eines 
i-d-Repressors sehr langsam aggregieren, da die Re- 
pressor-m-RNA nur alle 20 Minuten hergestellt wird. 
(Wir nehmen dabei an, daR die einmal gebildeten Tetra- 
mere stabil sind, und untereinander keine Untereinhei- 
ten austauschen konnen.) 

Die Existenz von Mutanten, die Repressor vom Wildtyp 
im ubermal3 produzieren, fiihrt zu weiteren Komplika- 
tionen: iq ist dominant iiber is[I6l.  Die einfachste Erkla- 
rung ist sicher Kornplementation, das heiRt, die Bildung 
normal funktionierender gemischter Oligomere aus is- 
und i+-Repressor-Untereinheiten. Die Halbwertszeit 
freier is-Repressor-Untereinheiten kann ziemlich klein 
sein, da in der iq-Mutante die lac-m-RNA fur den Re- 
pressor mindestens alle sechs Minuten synthetisiert wird. 
IPTG kann die Ablosung der gemischten Oligomere vom 
Operator verursachen. 

Alle Dominanzverhaltnisse sind in Tabelle 7 zusarnmen- 
gefal3t. 

Tabelle 7. Dominannerhalrnisse. 

ratorkonstitutive Mutationen charakterisiert (oc).  Dies 
sind cisdominante Mutationen, in denen die Wechsel- 
wirkung zwischen Repressor und Operator geschwacht 
ist: Die Synthese von b-Galaktosidasen in cis (von einem 
z-Gen, das direkt mit dem Operator verbunden ist) ist 
nicht mehr urn 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" 
oc-Mutationen sind noch urn den Faktor 8 reprimiert. Es 
wurde po~tu l ie r t [~ '~ ,  daR 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 oC-Mutationen nach der Benutzung spezifischer Mu- 
tagene mul3 ebenfalls mit Vorsicht interpretiert werden, 
da die ,,o'"-Mutanten aus isis-Diploiden isoliert worden 
sind, und weil Kornplikationen wie das Vorkommen von 
Transdominanz oder eine verstarkte Homozygose nach 
der Mutagenisierung die Resultate unsicher machen. 

3.2. Abschatzung der Bindungskonstante zwischen Re- 
pressor und Operator Bus in-vivo-Daten 

Die Einfiihrung eines F'i-z'-Episoms (F' = ein unab- 
hangig replizierendes DNA-Stuck, das aus einem F-Fak- 
tor und Bakterien-DNA, in diesem Fall den lac-Genen, 
besteht) in eine Zelle mit dem Genotyp i+ocz' vermin- 
dert die Geschwindigkeit der operator-konstitutiven 0- 
Galaktosidase-Synthese um den Faktor 2 bis 2.511]. D a  
der Repressorspiegel durch die Einfiihrung eines zweiten 
i-Gens auf das Doppelte ansteigt, kann man sagen, daR 
die Geschwindigkeit der P-Galaktosidase-Synthese li- 
near vom Kehrwert der Repressorkonzentration ab- 
hangt[22]. Wir haben diese Annahme weiterhin gepruft 
durch die Einfiihrung eines F'iq-Gens in den gleichen 
i ' ocz+-Stamm. Der Repressorspiegel steigt dann auf das 
10- bis 20-fache an, der P-Galaktosidase-Spiegel sinkt 
ab um den Faktor 7 (siehe Tabelle 8). Das bedeutet qua- 

Tabelle 8. Repressor-Operator-Wechselwirkung. Die Bakterien wurden 
in Minimalmedium M56 [ lo ]  mit Glycerin-Zusatz bei 37'C gezuchret. 
P-Galaktosidase wurde nach 191 bestimmt. 

I I i -  I [I1 
61 

3. Der Operator und die Wirkungsweise des 
Repressors 

3.1. Mutationen des Operators 

Die genetische Analyse zeigt, daR das Produkt des i- 
Gens mit dem Operator in trans reagiert['I: 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' 
odcr auf einem Prophagen. Der Operator ist durch ope- 

Genotyp I Spczilische Aktivilat der 8-Galaktosidase 

I'OCZ' 1 Zoo0 

1'0'7- I IS 

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

R + O = R O  
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Machen wir die Annahme, daR die Geschwindigkeit der 
P-Galaktosidase-Synthcse proportional der Konzentra- 
tion an freiem Operator istl'-J. Dann muR auch die basale 
Konzentration von b-Galaktosidase um den Faktor 2 zu- 
ruckgehen, wenn ein F'i-o-z--Gen in einen i-o +z+-  
Stamm eingefuhrt wird["]. Damit la13t sich die Bindungs- 
konstante zwischen Repressor und Operator berechnen: 
Das Volumen einer E.coli-Zelle ist 0.7 x 10 '' cm3; die 
Loschmidtsche Zahl ist 6 x 1st also in jeder 
E.coli-Zelle ein ,,Molekul" Operator anwesend, so ist 
seine Konzentration etwa lo-' 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 Molekulen 
pro Zelle 10 - x  molar. Nehmen wir nun an, daR das Ver- 
haltnis von 1 : 1000 fur die P-Galaktosidase-Konzentra- 
tion im nichtinduzierten und im induzierten Zustand 
vollstandig auf Repression zuruckzufuhren ist, dann 
sollte die Konzentration an freiem Operator in einer 
nicht induzierten Zelle bei 2 X M liegen. Die Kon- 
zentration an Operator-Repressor-Komplex ist prak- 
tisch gleich der Konzentration an Gesamtoperator, 
namlich 2 x M .  Die Konzentration an freiem 
Repressor kann man als praktisch unverandert ansehen, 
d. h. als 10 - *  M .  Aus diesen Daten laljt sich die Bin- 
dungskonstante abschatzen: 

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

Die Abhlngigkeit der Induktion von der Konzentration 
des Induktors in einem i-ocz'y.- und in einem 
i 'o-z'y--Stamm gibt ein direktes MaB fur die Bin- 
dungskonstante zwischen Induktor und R e p r e s s ~ r [ ~ ~ . ' ~ I .  
Die Abhangigkeit von der Induktorkonzentration ist 
nicht erster, sondern dritter Ordnung. Vcrnachlassigen 
wir dies fur einen Augenblick, so gilt, daB man die gleichc 
Menge von Induktor braucht, um in beiden Stammen den 
basalen P-Galaktosidase-Spiegel zu v~rdoppelnl '~] .  
Daraus folgt: 

Nehmen wir an, daR die Geschwindigkeit der P-Galakto- 
sidase-Synthese proportional der Konzentration an 
freiem Operator ist, so folgt daraus direkt, daR die Bin- 
dungskonstante fur den Induktor numerisch gleich der 
IPTG-Konzentration ist, die notig ist, um die basale Ge- 
schwindigkeit der 6-Galaktosidase-Synthese zu verdop- 
peln, und zwar sowohl in einem i -0 + -  als auch in einem 
i+oc-Stamm. Das bedeutet de facto, da8 Ki = 2 X M 
ist . 

Die Bindung des Repressors an IPTG ist in vitro bestirnmt wor- 
den. Es hat sich gezeigt, daB reiner iq-Repressor sich hei der 
Bindung an den Induktor nicht kooperativ verhalt. Freilich ent- 
sprechen die experimentellen Bedingungen (Ternperatur usw.) 
nicht den in-vivo-Bedingungen. Dennoch bleibt die Frage, wie 

sich diesc Bcohachtung rnit der Kinetik der Induktion in Ein- 
klang bringcn IaBr, die dritter Ordnung ist. Eine quantitative 
Theorie, die allen Fakten gcrecht wird, ist noch nicht vorhanden. 
Wahrschcinlich geniigt ein an den Repressor gehundenes IPTG- 
Molekiil, urn dessen Affinitat zurn Operator so weit zu schwa- 
chen, daB lnduktion entsteht. 

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- 
d i e r ~ t e n l ~ ~ l ,  die andere der Adsorption des Komplexes an 
Nitrocellulose-Filter (Millipore-Filter)13'l. DNA aus 
lac-o ' -transduzierenden Phagen ist als Quelle fur Ope- 
rator-DNA benutzt worden. Das hat gegenuber DNA 
aus E.coli den Vorteil, daR man rnit siebzigmal weniger 
DNA auskommt. AuRerdem ist die Phagen-DNA be- 
zuglich ihrer GroRe homogen. Der Unterschied zwischen 
den Sedimentationskonstanten der hh80,8,,t68dlac- 
DNA (40 S) und des Repressdrs (7 S) ermoglicht es, ra- 
dioaktiv markierten Repressor, der an Operator-DNA 
gebunden ist, durch einen Glycerin-Gradienten hindurch 
zu verfolgen. Solche Untersuchungen brachten die fol- 
genden Ergebni~se[~~."1:  Der Repressor wird mit einer 
Dissoziationskonstante der erwarteten GroBe (10-I' his 
lo-" M) an den Operator gebunden. Die Bindungskon- 
stante ist von der Salzkonzentration abhangig; steigende 
Salzkonzentration schwacht die Bindung. Die DNA mu13 
nativ sein, denaturierte DNA 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 zurn 
Beispiel fuhrt nicht zu einer Schwachung der Bindung. 

In vitro konnte ebenfalls gezeigt werden, daR die Bin- 
dung des Repressors an 0'-DNA schwacher ist als die an 
Wildtyp-DNA. Dabei wurden zwei oc-Mutanten be- 
nutzt, deren Verhalten qualitativ den Erwartungen ent- 
sprach: je starker der 0'-Charakter ausgebildet ist, desto 
schwacher ist die B i n d ~ n g [ ~ ' , ~ ~ ] .  

3.5. Physikalische Konsequenzen der festen Bindung 
zwischen Repressor und Operator 

Die Dissoziationskonstante des Repressor-Operator- 
Komplexes (KO) kann auch als Verhaltnis der Geschwin- 
digkeitskonstanten fur die Vorwarts- und Ruckwartsre- 
aktion (k, bzw. kb) definiert werden. 

Der Repressor muO zum Operator diffundieren. Im Vo- 
lumen der Zelle (10-l2 cm3) sind nur Sekunden notig, 
bis der Repressor seinen Operator gefunden hat. Dann 
miissen noch moglicherweise Konformationsanderungen 
im Repressor und im Operator stattfinden, bevor der 
Komplex gebildet werden kann. Die Konformationsan- 
derungen mussen sehr schnell sein. Die Geschwindig- 
keitskonstante der Vorwartsreaktion ist zu 7 x lo9 
mol-'sec-' bestimmt worden['"]. Sie ist mindestens eine 
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GroBenordnung hoher als erwartet. Das liel3e sich durch 
eindimensionale Diffusion erklaren, das heiBt, der Rc- 
pressor, der eine nicht allzu weit vom Operator entfernte 
DNA-Stelle trifft, konnte sehr schnell an der DNA ent- 
lang gleiten, his er auf den Operator trifft. 

Auch die Zerfallsgeschwindigkeit des Repressor-Opera- 
tor-Komplexes ist gemessen worden["]: Sie ist mit 
5 x 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 benotigtl"]. (Die beiden Arbeiten, die eine 
langsamere Induktion in vivo fanden, sind f a l s ~ h l ~ ~ . ~ ~ I . )  
Die Existenz eines ternaren Komplexes zwischen Ope- 
rator, Repressor und IPTG lost dieses Problem. Die 
Starke der Repressor-Operator-Wechselwirkung nimmt 
durch die Bindung von IPTG ah, was in vitro zu schnelle- 
rer Dissoziation und in vivo zu schnellerer Induktion 
fiihrt. In Gegenwart von IPTG ist die Zerfallsgeschwin- 
digkeit des Repressor-Operator-Komplexes tatsachlich 
SO groB, da8 sie nicht gemessen werden kannl"]. Die 
Existenz eines ternaren 1PTG-Repressor-Operator- 
Komplexes ist nicht so uberraschend. wie sie auf den er- 
sten Blick scheinen konnte. Es ist schon lange bekannt, 
dal3 nicht alle Induktoren bei dcr hochsten Induktor- 
Konzentration vollstandig induzieren. Beim Methyl- 1- 
thio-fi-~-galaktopyranosid (TMG), einem engen Ver- 
wandten des IPTG, liegt die Induktion bei Sattigung um 
20% unter der mit IPTG erreichten I n d ~ k t i o n [ ~ ~ l .  Man 
kann das durch das Auftreten eines TMG-Repressor- 
Operator-Komplexes erklaren. Bei hochster TMG- 
Konzentration waren dann 20% des Operators inaktiv, 
weil sie an der Bildung des ternaren Komplexes beteiligt 
sind. Der ternare Repressor-ONPF-Operator-Komplex 
ist sogar stabiler als der binare Repressor-Operator- 
K o m p l e ~ [ ~ ~ I .  

3.6. Die Grofie des Operators 

Die GroBe des Operators laRt sich durch folgende uber -  
legungen abschatzen: 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 mul3 der Operator mindestens 12 
Basenpaare lang sein. Bezeichnen wir rnit 

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" 
3.5.106 = 4" 

n = 11 bis 12 

Diese Berechnung enthalt einige Annahmen: Die DNA 
mu8 ein statistisches Polymer sein oder etwas spezifi- 
scher ausgedriickt, verschiedene Operatoren diirfen 
keine gemeinsamen Sequenzen haben. Die enge Nach- 
barschaft zwischen Operator und Promotor konnte ge- 

gen diese Annahme sprechen. Ware der Anteil an 
gemeinsarnen 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[5o] und die 
Existenz einer Sekundarstruktur des Operatorsls6] sind 
diskutiert worden: Es gibt jedoch keinen zwingenden 
Grund, mit ihnen zu rechnen. Die Betrachtung eines 
raumlichen Modells der DNA IiRt vermuten, daB ein 
Protein die Basenpaarc in der Vertiefung zwischen den 
beiden Ketten ,,erkennen" kann. Auf eine Windung der 
Helix kommen zehn Basenpaare. Zwolf Basenpaare sind 
zusammengenommen nicht zu grol3, als dal3 sie nicht von 
einer Untereinheit des Repressors abgegriffen werden 
konnten. Wenn jedes Basenpaar eine oder zwei Kiloka- 
lorien zur Bindungsenergie beitragt, kann die Bindung 
des Repressors an die gesamte Struktur so  fest werden, 
wie beobachtet. 

Ungliicklicherweise helfen rein genetische Messungen 
bei dicser Diskussion nicht weiter. Man konnte die Lange 
des Operators aus der Haufigkeit der Rekombination 
zwischen o'-Mutanten15"] oder aus der Mutationshaufig- 
keit von oc-Mutanten[581 bestimmen. Rekombinations- 
frequenzen zwischen verschiedenen oc-Mutanten sind 
gemessen worden. Sie ergeben den ziemlich hohen Wert 
von 200 Basenpaarenls7]. Wie bei allen Rekombina- 
tionsmessungcn fur eng benachbarte Mutationen leiden 
die Daten unter den Einflussen anderer Effekte, die die 
Werte fur die Entfernungen zwischen den Mutationen 
unsicher machen. Man hat auch versucht, die Frequen- 
zen von 0''-Mutationen im Verhaltnis zu denen von i - 
Mutationen zu messenis81. Die bei oc-Mutanten beob- 
achtete relativ hohe Mutationshaufigkeit scheint auf den 
ersten Blick eine sehr groBe Struktur anzuzeigen. Man 
darf aber nicht vergessen, daB Stellen besonders grol3er 
Mutationshaufigkeit (,,hot spots") solche Daten unsicher 
machen. 

Versuche, die GroRe des Operators direkt durch seine 
Isolierungzu bestimmen, sind in Arbeit. DNA-Bereiche, 
die nur  1 /20 der DNA des hh80dlac-Phagen enthalten 
und auf denen der Operator noch lokalisiert ist, sind 
isoliert ~ o r d e n [ ' ~ ] .  Sie sind 2500 Basenpaare lang und 
damit wesentlich langer als der Operator sclbst. Kiirzlich 
ist uber die Isolierung einer Operator-DNA von 20 bis 
23 Basenpaaren berichtet worden Ih? 32P-markierte 
DNA aus hc,,,,S7plac wurde in Gegenwart von Repres- 
sor mit DNAse abgebaut und das durch den Repressor 
abgeschirmte Stuck auf Nitrocellulose-Filtern isoliert. 

3.7. Repression in vitro 

Die Repression in vitro laBt sich messen. Man kann ein 
isoliertes transcribierendes oder ein protein-synthetisie- 
rendes System verwenden. Beides ist versucht worden. 
Man kann hh80dlac-DNA rnit 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 
aussehlieBlich aus DNA, RNA-Polymerase und Repres- 
sor bestand, keine Repression beobachtet. Es  scheint so, 
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als o b  zusatzliehe Faktoren notig waren. Kurzlieh wurde 
ein Erfolg dureh Zugabe von Ribosomen gemeldet["I. 
Der Anspruch, in vitro die Synthese und die Repression 
von P-Galaktosidase beobaehtet zu haben, ist einige Male 
erhoben wordenlh2 -'''I. In den beiden ersten Fallen waren 
die Ergebnisse falsch. Im dritten Falllh'] scheint das Er- 
gebnis wohl untermauert zu sein. Aus den Experimenten 
folgt eine auBerordentlich interessante Tatsache: Das 
System benotigt zur Funktion cyclisches AMP und ein 
Protein (das ,.cap-Protein.'), das allen durch Katabolite 
reprimierten Systemen gerneinsam ist16s.hhl. Nur die Ge- 
genwart dieses Proteins und von cyclischem AMP er- 
moglicht die Synthese und Repression der lac-Struktur- 
Protein e . 

3.8. Wirkungsmechanismus des Repressors 

Wie arbeitet der Repressor'! Welcher ProzeB 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 
RKA-Kettenverlangerung. Nehmen wir an, es sei der 
Start der Transcription, so wurde das bedeuten, daR ent- 
weder die RNA-Polymerase keine Moglichkeit hat, auf 
dem Promotor zu ,,sitZen", oder daB die Startreaktion 
der RNA-Polymerase nicht rnoglich ist. 

Es gibt einige biologische Hinweise darauf, daB der Re- 
pressor den Start der Transcription beeintrachtigt Es 
ist eine Deletion isoliert worden, die von einem der 
Tryptophan-Gene bis in den (transponierten) lac-Pro- 
motor reicht. Die lac-Strukturgene werden jetzt durch 
den Trgptophan-Repressor kontrolliert. Der lac-Opera- 
tor ist vom tryp-Promotor, an dem jetzt die Transcription 
der Iac-Gene beginnt, weit entfernt. Induziert man das 
Tryptophan-System und fuhrt in diesen Stamm ein i-- 
Gen auf einem Episom ein, dann sinkt die (3-Galaktosi- 
dase-Menge in dern jetzt konstitutiven Tryptophan- 
Stamm urn den Faktor 3. Man hat dies als Hinweis dafiir 
genommen, dal3 der Repressor auch im Wildtyp etwas 
wie RKA-Kettenverlangerung und nicht den Start der 
Transcription bee in t ra~ht ig t l~~l .  Mir scheint die gegen- 
tcilige Interprctation der Daten richtiger. Die 3-fache 
Repression der RNA-Kettenverlangerung durfte ein 
Nebeneffekt sein. Resteht die Wirkung des Repressors 
in der sterischen Behinderung des Starts der Transcrip- 
tion, so muOten sieh 0'-Mutanten finden lassen, die auf 
Insertionen zwischen dem Promotor und dem Operator 
zuruckzufuhren sind. Die Existenz solcher 0'-Mutanten 
sollte allerdings die Kartierung des Operators schwierig 
machen. 

4. Evolution der Regulation des lac-Systems 

Das lac-Operon und sein Regulator-Gen sind eng mit- 
einander vcrbunden. Diese Situation ist bei E.coli nicht 
normal. Rei den meisten negativen Regulationssystemen 
liegen Struktur- und Regulations-Gene nicht nahe bei- 
einander. Was hat sie im lac-System zusammengebracht? 
Dicse Frage stellen heiBt nach der Evolution des lac-Sy- 
stems fragen. Es ist einleuchtend, daB das Produkt eines 

Regulator-Gens in der Lage sein muR, ein kleines Mole-. 
kul zu binden. das sterisch mit mindestens einem der 
Produkte oder Substrate des Enzyms verwandt sein mul3, 
dessen Synthese reguliert werden soll. Es ist moglich, 
aber nicht notwendig, dal3 das Regulator-Gen durch 
Verdoppelung eines der Struktur-Gene, die reguliert 
werden sollten, entstanden ist. Dann miiRte das i-Gen 
strukturell rnit Teilen der z-, y- und a-Gene verwandt 
sein. AuBerdem muate der Vorlaufer eines Repressors 
,,lernen", sich sehr nahe am Promotor der Struktur- 
Gene an das Chrornosom zu binden. Duplikationen 
scheinen in der Genkarte in Tandem aufzutretenLhR1, d .  h. 
unmittelbar nebeneinander zu liegen. Das konnte als Er- 
klarung fur die enge Nachbarschaft zwischen dem i-Gen 
und den Struktur-Genen dienen. Uns fallt sonst keine 
vernunftige Erklarungdafur 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 [ 4 6 1  und haben im Ouchter- 
lony-Test keine Kreuzreaktionen zwischen Repressor 
und (3-Galaktosidase und den gegen sie geriehteten Anti- 
kijrpern gefunden. Eine strukturelle Verwandtsehaft 
zwischen Repressor und (3-Galaktosidase wird damit un- 
wahrscheinlich. 

Es ist nieht bekannt, welche Zeitspanne die Evolution 
der lac-Gene benotigte. In Shigella (einem eng verwand- 
ten Bakterium) fehlt das y-Gen[hYl. 1st es verlorengegan- 
gen, oder hat Shigella nie ein Transportsystem fur Lac- 
tose gebildet? Die i+z--Gene allein sind nicht nutzlos: 
Shigella kann zwar nicht auf Lactose wachsen, aber auf 
Methylgalaktosid oder Galaktosidoglyeerin, da diese 
durch ein anderes System transportiert werden. Es ist 
darauf hingewiesen worden["l, dal3 Lactose ausschliel3- 
lich in Siugetieren vorkommt, und daB E.coli alter sein 
muR als die Saugetiere, in denen es heute lebt. Galaktoli- 
pide finden sich auflerordentlich haufig in Pflanzen. Es 
mag sein, daB die Ursprunge des lac-Systems zuruckge- 
hen auf Zeiten, in denen Galaktolipide die Substrate fur 
E.coli waren. Andernfalls ware das lac-System ziernlich 
neueren Ursprungs. was wiederum eine Erklirung fur 
die enge Nachbarschaft zwischen Struktur- und Regula- 
tor-Genen bieten konnte: Die lac-Gene hatten noch 
nicht so vie1 Zeit, sich voneinander zu trennen, wie z. B. 
die sicher sehr alten Regulator- und Strukturgene. die an 
der Synthese der Aminosauren beteiligt sind. 

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

Als Jacoh und Monodihr  Modell der genetischen Regu- 
lation vorschlugen, sah es so aus, als ware es das einzige 
in E.coli vorkommende. Inzwischen sind weitere Sy- 
steme untersucht worden. Von diesen sind die negativen 
Kontroll-Systeme von h- und i,+, dem lac-System ana- 
log: Das Produkt desk- und des i,,,c,-Gens ist ein Oligo- 
merI7"] und wird an Operator-DNA g e b ~ n d e n [ ~ ~ ~ " I .  
Ungefahr die Halfte aller in E.coli bekannten Systeme 
gehorcht dem Schema von Jacob und :Vonod, 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, da13 diese positiven Regulationssysterne auf bisher 
nicht identifizierte negative Regulationssysteme zuruck- 
zufuhren sind. Und doch gibt es einen Weg, sie auf nega- 
tive Systeme zuruckzufuhren: Es konnte namlich die 
Verhinderung eines Stop-Vorgangs die Hasis dieser Re- 
gulationen sein. Sollte dies auf der Ebene der 
Transcription stattfinden, dann konntc nur in Gegenwart 
des Produktes der RegulatorGene die Transcription der 
Struktur-Gene erfolgen. Sigma-Fakt0ren[~~1, die der 
RNA-Polymerase Spezifitlt gegeniiber Promotoren 
verleihen, konnen mit irn Spiel sein. Die bioehemische 
Analyse, die allein diese Mechanismen beweisen kann, 
steht noch aus. 

Ich danke der Stiftung Volkswagenwerk fur die Maschi- 
nen zur Sequenzanalyse und der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft fur die Forderung der laufenden Arbeit. 
Ich danke weiter meinen Kollegen vom Institut fur Ge- 
nefik, daB sie dieses Manuskript kritisch gelesen haben, 
und allen Kollegen, die mir unieroffentlichte Informa- 
tion zuganglich gemacht hahen. 
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