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SUMMARY 

Induction of active transport of neutral amino acids in Streptomyces hydrogenans 
I. The transport system for neutral amino acids in Streptomyces hydrogenans is 

inducible. Its synthesis is suppressed by the known inhibitors of DNA synthesis, 
DNA-dependent RNA synthesis, and protein synthesis. Alanine and glycine as 
well as the non-metabolizable ,-aminoisobutyric acid show good inducing qualities. 
The concentration for maximal induction of the transport by these amino acids is 
o.i M. The induction can be augmented by the simultaneous addition of certain other 
amino acids which, added alone, have either no or only weak inducing qualities. 
The most effective of these amino acids is asparagine which enhances the induction 
by alanine more than 4 times. The mechanism of action of these stimulating amino 
acids is still unknown. 

2. Kinetic investigations showed that induction enhances the maximal velocity 
of the influx of ,-aminoisobutyric acid, its steady state distribution, the influx 
constant ktn, and the efflux constant kex. The "Michaelis constant", however, remained 
unaltered. 

3- The experimental results are interpreted in terms of the carrier concept. It  
can be assumed that induction regulates (enhances) the concentration for active 
carrier molecules within the membrane. The results exclude the possibility that an 
outer "permease" is the primary object of regulation. The physiological role of the 
induction as a part of the rather complex regulatory system for amino acid transport 
in this organism is discussed. 

EINLEITUNG 

In einer ffiiheren Mitteilung 1 wurde gezeigt, dass Streptomyces hydrogenans 
neutrale Aminos~uren, darunter die nicht-metabolisierbare ~-AminoisobuttersAure, 
aktiv transportiert und im Zellinneren stark anreichert. Die kinetischen Eigenschaften 
des Transportsystems wurden n~her beschrieben. 

Die vorliegende, auf H~BENER 2 und RING et al. 3 zuriickgehende Arbeit zeigt, 
dass dieses Transportsystem induzierbar ist. Die Eigenschaften der genetischen 
Regulation werden n~her beschrieben. In Bezug auf den Mechanismus ergeben sich 
keine grundlegenden Unterschiede zur Induktion anderer Transportsysteme, ins- 
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besondere der den Aminos/iuretransport betreffenden 4 ~. Abweichungen sind in erster 
Linie darin zu sehen, dass auch "nicht-induzierte" Zellen fiber eine relativ hohe, wenn 
auch inkonstante, basale Transportaktivit/i t  verffigen und scheinbar erst darfiber 
hinaus induziert werden. Die hierftir erforderlichen Induktor-Konzentrat ionen liegen 
mit ihrem Wirkungsmaximum von ~o ~I M etwas h6her als bei den vergleichbaren 
l:~illen ~-~, jedoch sehr viel h6her als bei den zahlreichen induzierbaren Zucker- 
Permeasen von Escherichia coli. 

Die Bedeutung der genetischen Regulation des Aminos~uretransportes bei 
S. hydrogenans ist neben seinen Konsequenzen ftir den intermedi~tren N-StoffwechseP 
vor allem wohl im Zusammenhang mit den an anderer Stelle beschriebenen ~-~'~ tiber- 
geordneten Regelkreisen ffir das gleiche Transportsystem zu sehen. Mit Hilfe zweier 
getrennter Eeedback-Mechanismen steuern bestimmte Aminos~iuren yore Zellinneren 
aus die aktive Aufnahme weiterer Aminos~iuremolektfle in die Zelle. Diese Rfick- 
koppelungssysteme arbeiten auf der Ebene des Transportsystems direkt. Insgesamt 
betrachtet,  besitzt S. ]~,drogenans damit ein System sehr 6konomisch arbeitender 
Regelkreise ffir den aktiven Aminos~turetransport : Mit Hilfe der Induktion wird eine 
langfristige Anpassung der Zellen an die Kulturbedingungen durch Ver~nderung der 
Carrier-Konzentration in der Membran erm6glicht, wfihrend durch Feedback-Regula- 
tion die Aktivit~it des Transportsystems nahezu momentan dem aktuellen Bedarf 
der Zelle an Aminos~iuren angeglichen werden kann (Hemnmng oder Aktivierung). 
Damit  ist dieses System jenen Systemen sowohl enzymatischer als auch genetischer 
Regelkreise analog, die etwa die Biosynthese yon Aminos~iuren in Mikroorganismen 
s t e t l e r n .  

MATERIAI. UNI) METHODEN 

Prdparation der Zelleu 
Die Stammkul tur  von S. hydrogenans 14 wurde auf Haferflocken-Agar 1 bei 8-1o ° 

im Ktihlschrank aufbewahrt und in Abst~inden yon 6-8 Wochen neu abgeimpft und 
weitergezfichtet. 

Efir die Induktion wurden Kulturk61bchen (50 ml Mineralmedimn (Tabelle I) 
in ioo-ml Erlenmeyerk61bchen) mit  der Stammkultur  beimpft, 48 Std. bei 3 °° ge- 
schfittelt (Krequenz: iSo/Min) und zum Animpfen yon 1.5 1 Mineralmedium (in 2-1 
Stehkolben) benutzt. Diese Kultur  wurde bei 3 °° unter sta~ker Beliiftung mit Hilfe 
eines Belfiftungsrohres mit feinporiger Glasfritte (Schott G I) inkubiert. Nach Er- 
reichen der logarithmischen Wachstumsphase, im Durchschnitt nach 48-65 Std., 
wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen bei 3500 × g geerntet, dreimal mit 
kaltem, sterilem, bidestilliertem Wasser gewaschen und in sterilem Phosphatpuffer 
(nach S6rensen, mit  1% Glucosezusatz, pH 7.1) suspendiert. Vorversuche hatten er- 
geben, dass wfihrend dieses Waschvorgangs der gr6sste Teil des in der Zelle in freier 
Eorm existierenden, osmotisch labilen Aminos~turepools herausgel6st wird. 

Wenige ml der konzentrierten Zellsuspension wurden zu Induktionsans~itzen 
gegeben, die im allgemeinen in 3oo-ml Erlenmeyerk61bchen ioo ml Mineralmedium 
mit entsprechenden Aminos~urezus~itzen enthielten und gleichfalls bei 3 °0 unter 
Schtitteln inkubiert wurden. Etwa 12 Std. nach Beginn tier Induktion wurden die 
Zellen bei 3500 × g geerntet, dreimal in bidestilliertem Wasser und einmal in Phos- 
phatpuffer gewaschen und im gleichen Puffer suspendiert. 
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Vollmcdium Mineralmedium 

Subslan: ~,14enge Substanz ~llenge 
(g) (g) 

A minosiiuregemisch als 
Zusatz aura ~:V[ineralmedium 

A minosdure 3Ienge 
(rag) 

( ;hlcose i o  Glucose 5 
Bac to  Bear  E x t r a c t  4 Succ ina t  5 
Bac to  Yeas t  E x t r a c t  i NH~C1 2 
Casein-Pepton,  t ryp t .  K H ~ P O ,  (S6rensen) 3 

v e r d a u t  (Merck) 4 NaeHPO~ (S6rensen) 8 
NaC1 2.5 NaC1 3 

Na2SO~ o. 3 
Mit  dest.  SVasser auf I 1 MgSO4 o. i 
aufgefi~llt, p H  auf  7.4 FeSO,~. 7 H~O 0.0025 
e inges te l l t  und  15 Min 
bei ~.5 a t m  a u t o k l a v i e r t .  In  dest.  \Vasser  gel6st,  p H  

m i t  N a O H  auf  7.2 e ingestel l t ,  
m i t  dest .  \Vasser auf I l 
aufgef~ll t .  Anschl iessend 

Zugabe folgender Vitamine 
(rag) 

V i t a m i n  B~ o.2 
V i t a m i n  B~ o.2 
Nico t insgure  o.6 
C a - P a n t o t h e n a t  o. 4 
Bio t in  o.ooi  

p H  i iberprf l f t ;  s ter i l i s ier t  
durch  Fi l t r ieren.  

Glycin  5 ° 
DL-Alanin 5 ° 
DL-Valin 5 ° 
L-Leucin 25 
DL-Isoleucin 5 ° 
n~-Serin 5 ° 
Dn-Threonin 5 ° 
DL-Methionin 25 
L-Cystin 25 
DL-Asparagins/iure 125 
L-Glutaminsi iure  ~ : 5 
~ -Pheny la lan in  25 
L-Tyrosin 25 
~ -Tryp tophan  25 
L-Prolin 25 
L-Lysin 5 ° 
L-Arginin 50 
t - H i s t i d i n  25 

In  i 1 M i n e r a l m e d i u m  
gel6st,  p H  e inges te l l t  und  
s ter i l i s ier t  durch  Fi l t r ie ren .  

Die Zellsuspension wurde nephelometrisch (Zusatz zum Photometer ELKO III, 
C. Zeiss) auf eine Trtibung von etwa IiO eingestellt, was einer Zelltrockenmasse von 
I-2 mg/ml entspricht. 

A n2i~tos~2tre~ 

~-AminoII-14Clisobutters~ture bezogen wir yon The Radiochemical Centre, 
Amersham, England. Alle nichtmarkierten Aminos~iuren waren reinste oder p.a.- 
Pr~iparate der Firmen Hoffmann-La Roche, Basel, und Serva Entwicklungslabor, 
Heidelberg. S~imtliche verwendeten Aminos~iuren waren chromatographisch rein. 

H emmstof f  e 
Puromycin und Mitomycin C bezogen wir von Serva Entwicklungslabor, 

Heidelberg, Chloramphenicol als "Paraxin" puriss, crist, yon C. F. Boehringer, 
Mannheim. Actinomycin C wurde uns in reinster Form yon den Farbenfabriken Bayer, 
Leverkusen, zur Verfiigung gestellt, Proflavin-Sulfat erhielten wir yon EGA-Chemie, 
Steinheim/Albuch. 

Tr ansportexperimente 
Die friiher beschriebene 1 Versuchsanordnung zur Messung der Aufnahme von 

a-Aminoisobutters~iure wurde ohne ~nderung iibernommen. Die Zellen wurden unter 
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Schiitteln bei 3 °° im Wasserbad mit ~-Amino[i-laClisobutters/iure (I raM) inkubiert. 
Zu bestimmten Zeiten wurden je 2 ml der Suspension entnommen und sofort anschlies- 
send durch Membranfilter (MF 15, gewichtskonstant, Membranfiltergesellschaft, 
G6ttingen) filtriert. 

Die Ergebnisse sind, wie friiher beschrieben a, ausgedriickt als : u'e --  die Radio- 
aktivit/it pro g Zelltrockenmasse, und Ru't  = U'e/a ' f ,  wobei Ru' den Verteilungs- 
quotienten der RadioaktivitRt zwischen g Zellen (Trockengewicht) und ml Aussen- 
f l t i ss igkei t  (a'f) zur Zeit l darstellt. Ra beschreibt den Verteilungsquotienten zwischen 
ml Zellwasser und ml Aussenflfissigkeit. 

Zur Berechnung der Influxkonstanten kin und der Effluxkonstanten kex ist der 
Wassergehalt der Zellen (We = ml Zellwasser/g Trockenzellen) zu berticksichtigen. 
Er betr~igt bei S. hydrogenans etwa 4. Die Fluxkonstanten /~in und kex wurden nach 
den frfiher angegebenen Ableitungen~, la berechnet. Danach gilt iul Gleichgewicht 
ftlr den Austauschefi]ux: 

l t e t -  llec o I 
2. 3 • log  kex/ ( ~ ) 

tleo--.- llea c \Ve 

Im steady state ist ferner: 

/qn ke×" Ra (2) 

Radioaktivitiitsmessung 
Die Radioaktivit~iten der Zellen und Filtrate wurden, wie frtiher beschrieben 1, 

mit dem Geiger-Mtiller-Z~ihlrohr der Firma Frieseke und Hoepfner, Erlangen, be- 
stimmt. 

ERGEBNISSE 

Substratabhiingigkeit der Transportsteigerung 
Influx und Gleichgewichtsverteilung yon a-Aminoisobutters~ture werden bei 

S. hydrogenans wesentlich durch die Wachstumsbedingungen mitbestimmt, denen 
die Kultur unterworfen war. Die Zellen reichern ~-Aminoisobutters~iure am st~irksten 
an, wenn sie in einem Mineralmedium gewachsen waren, das bestimmte Aminos~iuren 
enthielt. Fig. I zeigt, dass die Zellen nach zw61fsttindiger Zfichtung in einem Gemisch 
aus 18 Aminos~iuren ~-Aminoisobutters~iure mehr als viermal so schnell aufnehmen 
wie nach Ziichtung im gleichen, jedoch aminos~turefreien Basalmedium. 

Wenn der N~ihrl6sung anstelle des Aminos~turegemisches lO -1 M L-Alanin zu- 
gesetzt war, liess sich fast die gleiche Stimulierung der ~-Aminoisobutters~ture-Auf- 
nahme beobachten. Dies zeigt, dass der Anstieg der Transportaktivit~t nicht an ein 
komplexes Medium mit nahezu s~tmtlichen natfirlichen AminosRuren gebunden ist, 
sondern sich auf die Anwesenheit bestimmter einzelner Aminos~turen zurtickffihren 
l~isst. Wie wenig ein komplexes Medium ffir die Stimulierung des Transportes optimal 
sein kann, ist im Extremfall am "Vollmedium" zu.erkennen, das durch seinen Gehalt 
an Pepton, Here- und Fleischextrakt sehr reich an freien Aminos~iuren ist. Dennoch 
stimuliert es das ~-Aminoisobutters~iure-Transportsystem erheblich schwS.cher als 
das Mineralmedium mit Zusatz yon io -1 M L-Alanin oder eines Gemisches aus 18 ver- 
schiedenen Aminos~iuren, wie aus Tabelle I I  und einem Vergleich der darin angef~hr- 
ten Werte mit denen der Fig. I zu entnehmen ist. 
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Fig. i. Einfluss der Zf ichtungsbedingungen auf den ~-Aminoisobutters&ure-Transport  in S. hydro- 
genans, i, Zfichtung der Zellen in Mineralmedium mit  einem Gemisch aus 18 Aminosiiuren; 
2, Ztichtung der Zellen in Mineralmedium mit  o.I  M L-Alanin; 3, Z~chtung der Zellen in Mineral- 
medium ohne Zusatz. Ordinate:  Relative Aufnahme von a-AminoisobuttersAure;  Abszisse: Auf- 
nahmedauer  in Minuten. 

Fig. 2. Einfluss der Glycin-Konzentrat ion der N&hrl6sung auf ~-Aminoisobutters~iure-Transport  
und Ku l tu rwachs tum.  Ordinaten:  Relative Aufnahme yon a-Aminoisobutters~iure nach 5 Min 
und relative Trt~bung der Kul turen  nach i2-sttindiger Indukt ion ;  Abszisse: Logar i thmus  der 
Glycin-Konzentra t ion  (M). 

T A B E L L E  1I 

INDUKTION DES ~X-AMINOISOBUTTERS~URE TRANSPORTES DURCH VERSCHIEDENE FAKTOREN 

Die Zellen wurden 13 Std. bei 3 °0 in den angegebenen N&hrl6sungen gezt~chtet, anschliessend 
gewaschen und in Phosphatpuffer  suspendiert ,  wie angegeben. Danach erfolgte die Messung der 
Aufnahme yon ~-Amino[l~Cjisobutters&ure nach 6 Min (Best immung des Vertei lungsquotienten).  

N4hrldsung o~-A minoisobuttersaure 
Transport 
(Verteilung nach 6 Min) 

Minerahnedium 3.6 

Mineralmedium + Aminos&uregenlisch 23.6 
(i : io  verdfinnt) 

Mineralmedium -b Aminostkuregemisch 21.5 
(i : ioo verdflnnt) 

Vollmedium 12.2 
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Nicht nur Alanin, sondern auch Glycin besitzt transportsteigernde Wirkung. 
Fig. 2 zeigt, dass die Influxsteigerung v o n d e r  Konzentration der AminosS.ure ab- 
hfingt. Gleiches wurde auch fiir Alanin gefunden (Fig. 3). Beide Aminos~iuren scheinen 
ihr Wirkungsmaximum im Bereich von io -~ M zu besitzen. 

Ru t 

150 

100 

I nduk t~on A la  

-ii 
~,o~;~ -g ~ /  -~ - i  -~ o 
T~L~Pur N 

~0 ~ ~ _  

20 ° ~ . o . ~ o  

- 5  4 log [AI~J] -5 ~ i ~ 

Fig. 3. Einf luss  der L -Alan in -Konzen t r a t i on  der N&hrl6sung auf  a -Aminoisobut te r sS .ure -Transpor t  
u n d  K u l t u r w a c h s t u m .  Ord ina t en :  Rela t ive  A u f n a h m e  von ~-Aminoisobut te rsXure  nach  5 Min 
u n d  relat ive T r ~ b u n g  der  K u l t u r e n  nach  I2-stt~ndiger I n d u k t i o n ;  Abszisse:  L o g a r i t h m u s  der 
Alanin-I '2onzentra t ion (M). 

Vergleicht man Transportaktivit~t und Kulturwachstum bei den verschiedenen 
Aminos~ure-Konzentrationen miteinander, so ist festzustellen, dass die Stimulierung 
des Transportes offenbar unabh~ngig yon der Zellvermehrung erfolgt. Wachstmn und 
Stimulierung verlaufen sogar gegensinnig: im Bereich maximaler Transportstinm- 
lierung ist die Zellvermehrung bereits stark gehemmt. 

Transportsteigerung durch Zusatz eines Transportsubstrates zur N~ihrl6sung 
und Unabh~tngigkeit der Transportsteigerung von Zellwachstum und -vermehrung 
deuten auf eine Induktion des Transportsystems hin. Dieser Befund wird durch die 
Feststellung gesttitzt, dass der Transport in gleicher Weise wie durch L-Alanin und 
Glycin auch durch e-Aminoisobuttersfiure gesteigert werden kann (Fig. 4). Wie frtiher 
festgestellt worden ist ~, wird ~-Aminoisobutters~iure in S.h.ydrogenans weder de- 
carboxyliert oder desaminiert, noch in Protein eingebaut. Der Transportsteigerung 
durch Zt~chten der Zellen in Gegenwart von ~-Aminoisobutters~iure ~nuss demnach 
eine Prim~trwirkung der ~-Aminoisobutters~ture zugrunde liegen. Die M6glichkeit 
eines indirekten Effektes (etwa eine unspezifische Stimulierung der Proteinsynthese 
oder eine Intensivierung des intermedi~iren N-Stoffwechsels auf Grund der Anh~ufung 
etwaiger Metabolite der Aminos~iure) scheidet aus. 

Die Transportsteigerung durch ~-Aminoisobutters~ture (Fig. 4) zeigt die gleichen 
Merkmale wie die durch Alanin oder Glycin hervorgerufene: Abh~ingigkeit yon der 

Biochim. Biophys. dcta, IS3 (1969) 375-393 



DIE INDUKTION DES AMINOS~_URETRANSPORTES 381 

Aminos~urekonzentration in der N~.hrl6sung mit einem Maximum bei lO -1 M und 
Abnahme der Kulturdichte mit steigender Aminos~iurekonzentration. 

In den bisher geschilderten Experimenten wurde die Induktion mit Zellen 
durchgeftihrt, die (entsprechend der oben beschriebenen Methodik) vor Induktions- 
beginn mehrfach gewaschen und k~ltegeschockt worden waren. Fig. 5 zeigt ein 
Experiment, bei dem Zellen aus der exponentiellen Wachstumpshase unmittelbar, d.h. 
ohne die oben beschriebenen Vorbehandlungen, mit Induktor (o.i M L-Alanin + 0.05 
M L-Asparagin) zusammengegeben wurden. Wie Fig. 5 zeigt, ist auch unter diesen 
Versuchsbedingungen eine erhebliche Induktion festzustellen, die, bezogen auf die 
Anfangsgeschwindigkeit des Influxes, einen Faktor  von etwa 8- 9 ausmacht. 

SpezifiEit der Transportsteigerung 
Die Untersuchung einer Reihe verschiedener Aminos~uren auf ihre transport- 

steigernden F~ihigkeiten fiihrte zu den in Tabelle I I I  zusammengefassten Resultaten. 
Da die Experimente an verschiedenen Tagen durchgeftihrt wurden und die Induktions- 
raten von Kultur zu Kultur stark schwanken k6nnen, sind die Ergebnisse nicht in 
absoluten Werten eingesetzt, sondern jeweils auf die durch Alanin induzierten 
Kontrollkulturen der einzelnen Experimente bezogen worden. Wie die Tabelle zeigt, 
steigern die kurzkettigen neutralen Aminos~iuren, mit Ausnahme von Valin, die 
Transportaktivit~it deutlich. Im Sinne der Induktionshypothese w~ren hiernach die 
das gleiche Transportsystem benutzenden Aminos~iuren TM auch gleichzeitig Induktoren 
mit abgestufter Wirksamkeit. Dem scheint zu widersprechen, dass andere Amino- 
s~iuren wie Glutamat, Aspartat oder Tryptophan, die mit Sicherheit keine strukturellen 

~nduk t lon  
Ru~ :- A m [ n o i s o b u t t  e r  sdu  r e 

150 

100 

5O 

~e,o~. J' -~ -? ' --i 
Tr~bu~g 

---: 20 "-~ ~ ' - ' - ~ - ~ ' ~  

10. 

-3 -2 - 0 
log [C~ - A m i n o i s o b u t t e r s ~ u r e ]  

\ 
. ~  

Kultur trl}bung 
"~o~ 

Ru' [ n d u z l e r t  
o 

a g 
ZeSt (Min i  

Fig. 4. Einfluss der a-Aminoisobut tersAure-Konzentra t ion der Niihrl6sung auf a-Aminoisobut ter-  
s&ure-Transport und Ku l tu rwachs tum.  Ordinaten:  Relative Aufnahme von a-Aminoisobut ter-  
siiure nach 5 Min und relative Tri ibung der Ku l tu ren  nach i2-stt indiger Induk t ion ;  Abszisse: 
Logar i thmus  der ~-Aminoisobut ters&ure-Konzentrat ion (M). 

Fig. 5. Induk t ion  des a-Aminoisobut ters i iure-Transportes  durch Zugabe von L-Alanin und L- 
Asparagin (Endkonzentra t ionen o.I M, resp. 0.0 5 M) zu einer exponentiell  wachsenden I{ul tur  in 
Mineralmedium. Messung der a-Aminoisobut tersXure-Aufnahme 8 Std. nach lnduktorzugabe .  
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TABELLE III  
I N D U K T I O N  DES ~ -AMINOISOBUTTERS~URE-TRANSPORTSYSTEMS DURCH VERSCHIEDENE AM1NOS~UREN 

Induktionsbedingungen: Minerahnedium, o.I M an Aminostturen, 14 Std. bei 3 °° in Ans/~tzon yon 
je ioo ml geschiittelt. Die Ergebnisse der Einzelversuche wurden zusammengefasst und auf di~ 
Induktionsrate yon L-Alanin als Kontrollansatz mit jeweils ~oo% Induktion bezogen. 

lnduklor lndz~ktion (%) 
~ _ _  

L-Alanin i oo 
Glycin 289 
z-Valin o 
L-Leucin 74 
DL-a-Aminobutters/iure 55 
L-Serin ~ 59 
~-Glutamat i ~ S 
L-Aspartat 65 
L-Arginin 6 
L-Tryptophan 36 
L-Methionin o 
L-Prolin o 

Beziehungen zum Transpo r t sy s t em ftir neu t ra le  Aminos/ iuren haben (W. GROSS t'Xl) 
t{. RING, unver6ffent l icht) ,  ebenfalls  Induktorqual i t~t ten  aufzuweisen scheinen. Es 
sei jedoch darauf  hingewiesen,  dass diese Aminos~turen im Verlauf ihrer  Verstoff- 
wechselung in Alanin  t ibergeft ihrt  und somit  sekund/ir  ebenfalls  zu Induk to r e n  werden 
k6nnen.  

Kinetische Eigenschaflen des iuduzierte~z Trausportsystcms 
Die in Fig. 1-5 darges te l l ten  Versuche zeigen, da,;s die Zellen auch bei Abwesen-  

heir einer  induzierenden Aminos/ iure  in der N;ihrl6smtg teilweise betr t tcht l iche Tran~- 
por tak t iv i t t i t en  ausbi lden.  Die Induk t ion  dutch  yon aussen zuge,~etzte Amino,~tiuren 
ffihrt demnach  nicht  zum Aufbau eines vo l lkommen neuen Transpor t sys tems ,  sondern 

ur zur Vergr6sserung berei ts  vorhandener  basaler  Transpor tkapaz i t t i t en .  Da,~ 
Sys tem u~te~_scheidet sich in diesem Merkmal  von den zahlreichen induzierbaren  
Zucker -Permeasen  anderer  Mikroorganismen,  die im uninduzier ten  Zus tand  gew6hn- 
lich kaum nachweisbar  sind, und aueh yon den meis ten der induzierbaren  bakter ie l len 
Enzymsys teme .  Diese erhebliche Ab~veichung warf daher  die Frage  auf, ob tier 
Transpor t s te ige rung  n icht  lediglich eine Ver~tnderung der kinet ischen Eigenschaf ten  
des Carr ier -Systems zugrunde  liege, e twa du tch  Anpassung  berei ts  vorhandener  wenig 
spezifischer Sys teme an das neue Subs t ra t .  Fe rner  write eine Ak t iv i e rung  inak t iver  
Vors tufen nach dem Modell der  Verdauungsenzyme denkbar .  

Auf die zweite M6glichkeit  wird  wei ter  unten  im Z usa mme nha ng  mi t  Unter-  
suchungen tiber die P ro te insyn these  eingegangen.  Die erste Frage  haben wit  dutch 
kinet ische Messungen zu klttren versucht .  Im Fal le  der  Anpassung  eines wenig ,apezi- 
fischen Sys tems mtisste im Verlauf der  S t imul ie rung  die Affinittit  zwischen Subs t ra t  
und Carr ier-Syste ln  ansteigen,  und die "Michaelis  K o n s t a n t e "  ftir ~-Aminoisobut te r -  
s~iure en tsprechend kleiner werden. Die Messung der  Substratabh~ingigkei t  des 
~-Aminoisobut ters t iure- Inf luxes  an induzier ten  und uninduzier ten  Zellen zeigte jedoch 
(Fig. 6), dass die "Michaelis  K o n s t a n t e n "  der einzelnen Transpor t sys t eme  unabh~ingig 
vom I n d u k t i o n s z u s t a n d  bleiben und die Auf t r agung  der  reziproken FIuxe gegen die 
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reziproken a-Aminoisobutters~iure-Konzentrationen nach LineweavevBurk fiber den 
gesamten Messbereich linear bleibt. Dagegen nimmt die Maximalgeschwindigkeit des 
Influxes mit der Induktion zu. Dieses Ergebnis macht die Annahme eines Anpassungs- 
mechanismus' unwahrscheinlich. Es ist allerdings nur dann eindeutig, wenn die trans- 
portsteigernde Reaktion prim~ir den ersten Schritt im Gesamttransport, n~tmlich die 
durch die Messung erfasste Bindung zwischen Carrier und Substratmolekiil, betrifft. 

GO2- 

"[~ 0,015- 
_~~ 

: x ~  

_~ 
0,01 

~ lle 

~,/ 

..~'.~."~Am;n os~u r e gemisch 

lb 2b 3b 4'0 
~5] (mM-~) 

Fig. 6. Einfluss der Indukt ionsbedingungen  auf die kinetischen Eigenschaften des ~-Aminoiso- 
butters~ture-Transportsystems.  Abszisse : ~ / IS! ; Ordinate : i/v ~ i / R u ' ,  ([S~ ~ mM, v = /~Mole/g. 
4 Min). 

Erfolgt die Steigerung an einem der anderen, nach der Carrier-Hypothese einen 
Kreisprozess von Aktivierung, Translokation und Inaktivierung des Carriers bildenden 
$chritte, so l~isst sich allein auf Grund des in Fig. 6 dargestellten Versuchs keine 
definitive Aussage tiber den Einfluss der Induktion auf die kinetischen Konstanten 
ableiten. 

Transportsteigerung und E~ux 
Fig. 7 zeigt, dass mit der Erh6hung des Influxes gleichzeitig auch die maximale 

Anreicherung im Gleichgewicht zunimmt. Dieser Befund kann verschiedene Ursachen 
haben. Die kinetische Auswertung der Aufnahme- und Effiuxmessungen nach frt~her 
abgeleiteten Gleichungen 1 zeigt, dass durch Induktion mit Alanin die Influxkonstante 
kin und die Vcrteilung im steady state, R u ~  oder Raw, zunehmen, gleichzeitig aber 
auch die Effluxkonstante kex gr6sser wird. Die kinetischen Parameter eines derartigeu 
Experimentes sind in Tabelle IV zusammengefasst. Da hiernach beide einseits- 
gerichteten Fltisse, Influx und Efflux, durch Induktion zunehmen, k6nnte zun~chst 
vermutet  werden, dass tier erh6hte Influx auf einer gesteigerten Carrier-Beweglichkeit 
in der Membran beruhe. Im Zusammenhang mit den weiter unten beschriebenen 
Experimenten zur Kopplung zwischen Proteinsynthese und Steigerung des Trans- 
portes ist jedoch sehr viel wahrscheinlicher, dass die induzierten Zellen tiber eine 
gr6ssere Anzahl aktiver Carrier-Moleki~le in der Membran verfi~gen. Daraus ist weiter 
zu folgern, dass die Induktion den von beiden Seiten tier Membran her zug~nglichen 
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(hypothetischen) Carrier erfasst und nicht et~va ein vorgeschaltetes Enzym wie eine 
(hypothetische) PermeasO v, as. W~ihrend in der von COHEN VN~ MONO~ TM diskutierten 
"Minimal"-Hypothese die Permease in vielen Punkten dem ~ilteren Carrier-Konzept 

10 ¸ 

6 "  

~ • 

/ 

. /  
/ 

L~ 

 i-i 
\ 

20 40 60 80 100 120 140 160 
Ze i t  (Min)  

Fig. 7. Einf luss  der  I nduk t l on  auf  Inf lux,  Gle ichgewich tsver te i lung  und  Efftux (Austauschdi f fus ion)  
von  ~-Aminoisobutters~ture.  C)- -C) ,  Zellen induzier t  (Minera lmedium mi t  Aminosguregemisch) ;  
~ - - ~ ,  Zellen un induz i e r t  (Mine ra lmed ium ohne  Zusatz) .  Ord ina te :  ZellnlS~rer ~ -Amino i sobu t t e r -  
s~iure-Gehalt;  Abszisse:  Zeit  in Minuten .  E i n s c h u b z e i c h n u n g :  A u f t r a g u n g  der  Effluxe nach  
Gle ichung  L 

T A B E L L E  IV 

1KINNTISCItE PARAMI~TER DES ~oAMINOISOBUTTERS~i.URE-TRANSPORTES INDUZIERTER UND 
"NICHT-INDUZIERTER" ZELLEN VON ~½~. hydrogenans 

Die " n i c h t - i n d u z i e r t e n "  Zellen waren  13 Std. in Minera lmed ium,  die induz ie r ten  in M i n e r a h n e d i u m  
mi t  Zusa tz  yon  2. io -1 M DL-Alanin geziichtet .  

]~arameter "Nicht-induziert" Induziert 

I n f l u x k o n s t a n t e  (kin) (ml.  g-1. Min-1) lO.2o 37.82 
E f f l uxkons t an t e  (kex) (ml.  g-1. Min-1) o. 136 0.244 
Inf lux  (vin) ( /~Mole 'g- l"Min ~) 25.2 8i .o  
Ver t e i l ungsquo t i en t  (I Min) (R u ' t  Mln) 28.0 9O.O 
Ver t e i l ungsquo t i en t  ( s teady  state)  (R u%)  3oo.o 62o.o 
"Michael is  K o n s t a n t e "  (M) 2.73. io ~ 2.73" IO 5 

entspricht, wurde durch KEPES 17 in seinem weitergehenden Modell die Permease- 
Reaktion von der eigentlichen Translokation des Substrates fiber die Membran in 
Form des Transporter-Substratkomplexes getrennt und an die Aussenseite (cis-Seite) 
der Membran verlegt. Koch  TM hat das Modell, ftir welches bei E. coli viele Befunde 
sprechen, ausff~hrlich diskutiert. Wie aus Tabelle IV hervorgeht, ist dieses Modell 
auf den Aminos~iuretransport bei S. hydrogenans nicht anwendbar, sofern die Permease 
als alleinige induzierbare Komponente desTransportsystems angesehen wird. In diesem 
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Fall hfitte durch Induktion lediglich kin gr6sser werden dtirfen, wogegen kex konstant 
bleiben sollte. 

Wie Tabelle IV ferner zeigt, steigen die Fluxkonstanten kin und kex nicht 
gleichsinnig an: in allen bisher untersuchten F~llen nimmt die Influxkonstante bei 
Induktion stets starker zu als die Effluxkonstante. Obwohl hierftir zur Zeit keine plau- 
sible mechanistische Erkl~rung gegeben werden kann, ist in dieser Diskrepanz doch 
die Ursache ftir die Erh6hung der Gleichgewichtsverteilung der e-Aminoisobutter- 
sXure bei Induktion zu sehen, da auf Grund der Beziehung Ra = kln/kex (G1. 2) bei 
gleichsinniger Steigerung yon kin und kex eine Erh6hung der Gleichgewichtsverteilung 
nicht erwartet werden kann. 

Kinetik der Induktion 
In Fig. 8 ist der zeitliche Verlauf der Induktion des ~-Aminoisobutters~ure- 

Transportsystems in Mineralmedium unter Verwendung yon 2"1o -1 M ~)L-Alanin 
dargestellt. Der Anstieg der Transportkapazit~t beginnt etwa 2 Std. nach Zugabe 
des Induktors und erreicht nach weiteren 4 Std. seinen H6chstwert. Ein Vergleich 
des Kulturwachstums mit dem zeitlichen Ablauf der Induktion ergibt, dass der ver- 
mehrte Aufbau des Carrier-Systems bereits gegen Ende der Ruheperiode der Kultur 
(lag-Phase) einsetzt. Im Anfangsteil der exponentiellen Vermehrungsphase ist die 
Induktion nahezu abgeschlossen und hat ihren Maximalwert yon 

t{U'5 Min induzierter Zellen 
= 5.6 

i u ' ~  Min K o n t r o l l e n  

bei diesem Versuch erreicht. 

Induktion und Proteinsynthese 
Den Nachweis, dass die Transportsteigerung an die Neusynthese von Protein 

gebunden ist, erbrachten Versuche mit Hemmstoffen der DNA-, RNA- und Protein- 

6j Induktion 

5 1oo 

/,"/' 50 

z~. i / 

/ 
• ~ ,/' Wachstum ~t~- / :  • 

~ ,~ ~ 
/ ~ ~:~ 

/ ~ 

~ "  ,?,,7 .~ 
75 E ~ ~ ~ 

. . . .  ~_ . .~ .~ "  ~ 

0 4 Zeit (Std~ 12 

Fig. 8. K inet ik  yon Tr~nsport induktion und Kul turwachstum. Linke Ordinate: Verh~]tnis der 
Tr~nsportakt iv i t~ten induzierter und nichtinduzierter Zellen zueinander. ~echte Ordinate: 
Relative T r ]bung  der induzierten Ku l tu r ;  Abszisse: Indukt ionsdauer in Std. Indukt ionsmedium : 
~ineralmedium mi t  Zusatz yon 2. IO -~ ~ ~ - A l a n i n  + 5" io-~ M ~-Asparagin. Z~chtungstempera- 
tur :  3 o°. Aufnahme yon ~-Aminoisobutters~ure dutch gewaschene Zellen: 3 Min bei 3 °0 in 
Phosphatpu~er. 
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Synthese. HOB~YER z hatte schon vor mehreren Jahren ant gleichen System nach- 
gewiesen, dass der Zusatz von Aethionin anstelle von Methionin zum mineralischen 
Induktionsmedium den Transport yon ~-Aminoisobutters~iure hemmt. Die Hemmung 
konnte durch Zugabe wm Methionin aufgehoben werden. Da Aethionin nicht aus- 
schliesslich die Proteinsynthese hemmt ~, wurden bei den folgenden Versuchen 
zun~ichst die spezifischer wirkenden Aminos~tureanalogen 5-Methyltryptophan und 
p-Eluorphenylalanin als Hem~nstoffe eingesetzt. Von beiden Analogen ist der Wir- 
kungsmechanismus bekannt, p-Eluorphenylalanin kann in Protein eingebaut werden 
und zum Aufbau defekter, inaktiver Enzyme ftihren. Demgegeniiber hemmt 5-Methyl- 
tryptophan die Proteinsynthese fiber den Umweg einer "falschen" Feedback-Hem- 
mung der Tryptophansynthese. Beide Analogen unterbinden bei S. to,drogena~zs den 
durch ~o -a M ~.-Alanin induzierten Aufbau des ~-Aminoisobutters~ture-Transport- 
systems. Fig. 9 zeigt, dass die Hemmung bei Konzentrationen oberhalb w~n ~o -a M 
erfolgt. 

Anschliessend wurde versucht, die Hemmung durch p-Fluorphenylalanin dutch 
Zusatz aequimolarer Mengen von L-Phenylalanin abzuschw~tchen. Wie Fig. xo zeigt, 
hemmt z, io  -°- M p-Fluorphenylalanin die Induktion zu etwa 9 ° %. Die gleiche Kon- 
zentration yon L-Phenylalanin hat geringe stimulierende Wirkung. Gleichzeitige 

o o ,  Zugabe beider Substanzen zur Kultur setzt die Hemmung auf etwa 5 'o herab. 
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F i g .  9. E i n f l u s s  y o n  Hemins to f f en  auf  die l n d u k t i o n  des a-Aminoisobutters~ture-Transportes .  
Ordinate:  R e l a t i v e  A u f n a h m e  yon  ~ -Amino i sobut t er sgure ;  Abszisse:  A u f n a h m e z e i t  in Min.  
(A) Ze l l en  aus  fo lgenden l n d u k t i o n s k u l t n r e n :  I,  K o n t r o l l e ,  u n i n d u z i e r t ;  2, K o n t r o l l e ,  induz ier t  
mi t  2. xo ~ M DL Alanin  + 5 . I o - ~ M  c - L e u c i n ;  3, w i e  2 m i t  Zusatz  y o n  1o a M DL-5 -Me thy l -  
t r y p t o p h a n ;  4, wie 2 mi t  Zusa tz  v o n  IO :~ M D L - 5 - M e t h y l t r y p t o p h a n ;  5, w ie  ~ mit  Zusa tz  y o n  
i o  e M D L - 5 - M e t h y l t r y p t o p h a n ,  (B) i n d u k t i o n s k u l t u r e n :  ~, K o n t r o l l e ,  u n i n d u z i e r t ;  2, K o n t r o l l e ,  
induz ier t  mi t  IO -~ M D L - A l a n i n ;  3, w i e  2 mit  Zusa tz  v o n  5" *o-a  M D L - p - F l u o r p h e n y l a l a n i n ;  4, wie 
2 mit  Zusa tz  v o n  5" ~o-~ M D L - p - F l u o r p h e n y l a l a n i n .  

F i g .  ~o. E i n f l u s s  y o n  L-Pheny la lan in  und p - F l u o r p h e n y l a l a n i n  auf  die I n d u k t i o n  des a - A m i n o -  
i s o b u t t e r s ~ t u r e - T r a n s p o r t e s .  K o n z e n t r a t i o n e n  der Aminos~turen im K u l t u r m e d i u m :  L - A l a n i n ,  
1o ~ M;  L-Phenyla lanin ,  2 • t o  ~ M; ~ L - p - F l u o r p h e n y l a l a n i n .  e • IO -= M. 
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T A B E L L E  V 

HEMMUNG DER INDUKTION DI~8 ~-AMINOISOBUTTERS~URI~-TRANSPORTSYSTEMS DURCH 
VERSCHIEDENE INHIBITOREN 

D i e  e i n g e k l a m m e r t e n  T r t ~ b u n g s w e r t e  s i n d  u n s i c h e r ,  d a  d i e  M e s s u n g e n  d u r c h  d i e  s t a r k e  F l u o r e s z e n z  
y o n  Ze l l en  u n d  M e d i u m  i n  G e g e n w a r t  v o n  P r o f l a v i n s u l f a t  g e s t 6 r t  w e r d e n .  

E,r[~t. ~4 nsatz Hemmstoff 51enge 
No. (#g/ml) 

Transportaktivitdt Ifulturtriibung 

(in °/o der induzierten Kontrollans~itze 

~ 1 n d u z i e r t e  K o n t r o l l e  - -  i o o . o  i o o . o  
(2.  i o  1 M D L - A l a n i n )  
}- 5" i o  2 M L - L e u c i n )  

2 N l c h t - i n d u z i e r t e  
K o n t r o l l e  - -  25 .9  82 .0  

3 W i e  E x p t .  t M i t o m y c i n  C 5 ° 6 .0  6 .6  

20 47 . I  49 .4  
lO 43 .5  4 ° . 6  

5 60 .0  60 .4  

4 W i e  E x p t .  i A c t i n o m y c i n  C 20 1.6 6.1 
i o  2 .0  6. 5 

5 6 .9  3.8 
~ 16.2 9.2 

5 \ ¥ i e  E x p t .  I P r o f l a v i n s u l f a t  80  i . o  ( i .o)  

4 ° 1.45 (1.o) 
20  14.1 (IO.8) 
IO 5o.O (38.4) 

6 W i e  E x p t .  I C h l o r a m p h e n i c o l  5 ° 6. 7 7.8 

3 ° 8 .9  9 .4  
20 7.1 Io .9  
IO 65 .8  50 .0  

7 \Vie  E x p t .  I P u r o m y c i n  5 ° i o o . o  i o o . o  
2 0  I O O . O  I O O . O  

I O  I O O . O  I O O . O  

5 i o o . o  i o o . o  

Auch Hemmstoffe, die (an anderen Stellen angreifend) direkt oder indirekt die 
Proteinsynthese blockieren, beeintr~tchtigen die Induktion des Transportsystelns 
(Tabelle V). Ausser Chloralnphenicol, das die Eiweisssynthese auf der Stufe der 
Ribosolnen helnlnt, erwiesen sich Actinolnycin C, Mitomycin C und Proflavin (Hemln- 
stoffe der DNA- bzw. DNA-abh~ngigen RNA-Synthese) als Inhibitoren yon Induktion 
und Zellverlnehrung. Lediglich Puromycin zeigte keine Wirkung. Da jedoch Nucleo- 
side auf Grund ihres polaren Charakters und der Gr6sse ihres Riboseteiles Zelllneln- 
branen h~tufig nur schlecht oder iiberhaupt nicht zu durchdringen verln6gen, ist dieses 
negative Ergebnis wahrscheinlich auf die Struktureigenschaft des Purolnycins als 
Alnino-Nucleosid zufiickzuftihren. Die Versuche zeigen, dass die durch Ztichtung Init 
lO -1 M L-Alanin ausgel6ste Steigerung des ~-Alninoisobutters~iure-Transportes auf 
einer de novo-Synthese von Eiweiss beruht, und dass hierftir funktionsf~thige DNA und 
Synthese yon RNA erforderlich sind. Dalnit kann auch die his dahin noch offene 
M6glichkeit einer Aktivierung inaktiver Vorstufen nach deln Modell de r Verdauungs- 
enzylne aufgegeben werden. 
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Einfluss yon Aminosiiurekombinationen auf  die Induktion 
Die in den Fig. 2-4 dargestellten Versuche hatten gezeigt, dass die Induktion 

des Transportes eine Funktion der Induktorkonzentration ist und dass diese im 
Bereich yon io -a M ein Wirkungsmaximum durchlttuft. Bei weiteren Versuchen hat 
sich herausgestellt, dass die Induktionsrate sich noch steigern itisst, wenn dem 
Kulturmedium zus~itzlich zum Induktor eine weitere Aminos~iure zugesetzt wird, die 
in der angewendeten Konzentration selber keine Induktorqualit/it aufzuweisen 
braucht. In Tabelle VI sind vier Einzelexperimente dieser Art zusammengefasst. In 
Kombination mit Alanin (Expt. I 3) erh6hen Leucin, a-Aminoisobutters~iure, 
Glutamin, Asparagin und Arginin teilweise betrttchtlich die Induktion des Transportes, 
wobei Asparagin mit einer Influxsteigerung uIn 537 % (in Bezug auf die ohne Amino- 
s~iuren geztichtete Kontrolle) weitaus am st~irksten wirkt. Von diesen "Helfer"-Amino- 
s~iuren besassen (einzeln verwendet) Leucin, a-Aminoisobutters~iure, Glutamin und 
Arginin geringere Induktorqualit~iten als Alanin. Demgegeniiber hemmten Valin und 
Methionin in Kombination mit Alanin bzw. Glycin die Induktion. 

Die Ursache der Stirnulierung ist noch nicht bekannt. Offenbar handelt es sich 
nicht um Vorg~inge rein additiven Charakters. Allein die rechnerische Auswertung der 
in Tabelle VI aufgeftihrten Zahlen spricht gegen eine derartige Interpretation. In 
keinem Fall ergibt die Addition der einzelnen Induktionsgr6ssen den im Kombina- 

T A B E L L E  VI  

EINFLUSS VERSCHIEDENI~R AMINOSJ~UREN UND 1HRJ~R KOMBINATIONEN AUF DIE INDUKTION DES 
~X-AMINOISOBUTTERSXURE-TRANSPOR'rSYSTEMS IN MINERALMEDIUM 

A I B ,  a - A m i n o i s o b u t t e r s ~ i u r e .  

t~xpt. Ku l tur :  z. Amino-  2. A mino -  Ru" A 1 B  Aktivil~it Aklivi tdts-  
No.  .,VIineralmedium mit  Zusatzen siiure siiure (4 Min)  (°/o) anstieg 

Konzn .  (~I) A'onzn. (M) 

i K o n t r o l l e ,  A m i n o s X u r e - f r e i  - -  - -  183 IOO - -  
L - A l a n i n  IO-1 - 241 132 t 3-' 
~ - A m i n o i s o b u t t e r s / t u r e  i o  1 _ _  207  I I 3  t- i 3  
L - L e u c i n  5" l O - 2  - 154 84 --- 1 0  

L - A l a n i n  + L - L e u c i n  lO-1  5" lO-2  43 ° 235  / I 3 5  
L - A l a n i n  + 
a - A m i n o i s o b u t t e r s ~ u r e  i o  1 i o  1 308  168 + 65 

2 ] K o n t r o l l e  - -  - -  6o  i oo  - -  
D L - A l a n i n  2 . 1 o  i _ _  144 240  + i 4 o  
L - V a l i n  5" I o - 2  - -  72 I2O -}- 2o 

L - G l u t a m i n  5" lO-2  - -  9 9  I 6 5  -~- 6.5 
D L - A l a n i n  + L - V M i n  2 .  IO -1 5" l O - 2  94  157 }- 57 

D L - A l a n i n  + L - G l u t a m i n  2 .  IO -~ 5" IO-2  226  377  + 277  

3 K o n t r o l l e  - -  - -  72 I o o  - -  

I ~ L - A l a n i n  2- IO -~ - -  I 7 I  237  + 137 
L - A s p a r a g i n  5" I o - 2  - -  204  283  + 183 
L - A r g i n i n  5" lO-2  ---  87 121 @ 21 

D L - A l a n i n  + L - A s p a r a g i n  2" i o  -1 5" I o - 2  4 5 9  637  + 5 3 7  
D L - A l a n i n  + L - A r g i n i n  2- IO -a  5" lO-2  234  325 + 225 

4 K o n t r o l l e  - -  - -  80  i o o  - -  

G l y c i n  2 .  i o  -x - -  379  474  + 3 7 4  
L - M e t h i o n i n  5" I o - 2  - -  83 1 ° 4  + 4 
G l y c i n  + L - M e t h i o n i n  2 .  i o  -1 5" lO-2  209  261 } 161 
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tionsversuch tats~ichlich gefundenen Wert, was am deutlichsten im ersten Experiment 
ffir Leucin zu zeigen ist. Weiter ist zu berficksichtigen, dass die Induktoren Alanin 
und Glycin in maximalen Wirkungsdosen eingesetzt wurden. Betrachtet man die 
"Helfer"-Aminos~iuren, im giinstigsten Fall Asparagin, ebenfalls als normale Induk- 
toren, so wtirde die Gesamtkonzentration an Induktoren im Expt.  3 von 2-lO -1 M 
auf 2.5" lO -1 M angestiegen sein. Auf Grund des Wirkungsspektrums yon Alanin 
(Fig. 3) ist jedoch nicht zu erwarten, dass diese Konzentrationserh6hung noch eine 
Vervierfachung der Transportsteigerung auszul6sen vermag. Da iedoch immerhin 
die M6glichkeit besteht, dass im Experiment der Fig. 3 die Lage des Maxiinums 
experimentell nicht genau erfasst worden ist und im Bereich der Zwischenwerte die 
Induktion noch erhebliche Steigerung erf~ihrt, bleibt die endgfiltige Kl~trung weiteren 
Versuchen vorbehalten. 

DISKUSSION 

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass der aktive Transport 
neutraler Aminos~iuren bei S. hydroge~ans auf genetischer Ebene reguliert wird und 
zumindest partiell induzierbar ist. 

S. hydrogenans vermag in vitaminhaltigem Salzmedium mit Ammoniumchlorid 
als N-Quelle nach l~ingerer "lag"-Phase zu wachsen und sich zu vermehren. Dabei 
bilden die Zellen ein aktives Transportsystem ftir ~-Aminoisobutters~ure aus, das 
betr~ichtliche Kapazit~it besitzen kann. Die Transportaktivit~t l~isst sich weiter 
steigern, wenn dem Salzmedium bestimmte Aminos~iuren zugesetzt werden: ins- 
besondere Glycin oder Alanin, aber auch =-Aminoisobutters~iure, Leucin, ~-Amino- 
butters~iure oder andere (Tabelle III). Der st~irkste bisher beobachtete Anstieg betrug 
unter diesen Bedingungen etwa das Zehnfache der Ausgangskapazit~t. Die Annahme, 
dass die adaptive Steigerung des Transportes durch Induktion erfolgt, wird dutch die 
folgenden Beobachtungen begrfindet : 

I. Die besten Induktoren sind diejenigen Aminos~turen, die Substrate des be- 
treffenden Aufnahmesystems sind, in erster Linie Glycin und Alanin. Auch ~-Amino- 
isobutters~iure hat induzierende Eigenschaften. Insbesondere dieser Befund ist wich- 
tig, da ~-Aminoisobutters~iure von S. hydrogenans aktiv transportiert und ange- 
reichert wird, ohne anschliessend metabolisiert werden zu k6nnen. Seine Funktion 
bei der Transportsteigerung kann demnach nur die eines Induktors sein. 

In Tabelle III  sind einige Aminos~iuren aufgeffihrt, die induzierend wirken, 
ohne strukturelle Beziehungen zum a-Aminoisobutters~iure-Transportsystem zu be- 
sitzen. Ohne Ausnahme stehen diese Aminos~iuren jedoch mit ihrem Stoffwechsel in 
naher Beziehung zu Alanin oder Glycin, so dass ihre Wirkung als Sekund~ireffekt 
fiber die erh6hte intermediitre Synthese eines der Induktoren verstanden werden 
kann. Dennoch kann die Frage gestellt werden, inwieweit die in Tabelle III  zusammen- 
gefassten Ergebnisse mit der Theorie der Enzyminduktion ~1 in Einklang zu bringen 
sind, welche eine relativ hohe Spezifit~tt der Reaktion zwischen Repressor und Induk- 
tor fordert. Ein Vergleich mit anderen induzierbaren Transportsystemen ~, ~ zeigt 
jedoch, dass die Induktionsspezifit~t im vorliegenden System keinesfalls ungew6hnlich 
niedrig ist. Zudem erscheint es plausibel, dass die Bindungsspezifit~it des Repressor- 
molekfils nicht gr6sser ist als diejenige des von ihm regulierten Carrier- oder Enzym- 
molekfils. 
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2. Der vermehrte Aufbau des Transportsystems erfolgt unabh/ingig von der 
Zellvermehrung. Hohe Induktorkonzentrationen hemmen die Zellvermehrung, 
steigern jedoch gleichzeitig den Aufbau des Transportsystems maximal. Die geringe 
Vermehrung der Zellen bei hohen Aminostturekonzentrationen, die in manchen F~tllen 
nur einer Verdreifachung der Zelhnenge wtthrend der Inkubation entspricht, l~isst 
darauf schliessen, dass nicht etwa durch Selektion transportaktiverer Mutanten eine 
Induktion vorget~tuscht wird. Ein derartiger Einwand wird auch durch die in Fig. 8 
dargestellte Kinetik gegenstandslos, nach welcher der vernlehrte Aufbau des Trans- 
portsystems zu Beginn der exponentiellen Vermehrungsphase bereits abgeschlossen 
ist. 

3. Die kinetischen Untersuchungen des ~-Aminoisobutters~iure-Transportes 
induzierter und "nicht-induzierter" Zellen haben gezeigt, dass durch lnduktion der 
Influxkoeffizient, die Maximalgeschwindigkeit des Influxes, die Gleichgewichtsver- 
teilung und der Efftux durch Austauschdiffusion (also die Gr6ssen kin, Vmax, Ru'oo und 
kex) vergr6ssert werden. Die Affinittit zwischen Carrier und c~-Aminoisobutters~iure 
("Kin") wird nicht beeinflusst. Der a-AminoisobuttersS~ure-Transport durch "un- 
induzierte" Zellen scheint demnach durch das gleiche System wie in induzierten 
Zellen zu erfolgen; der wesentliche Unterschied muss in der Anzahl aktiver Carrier- 
Molekiile gesehen werden. Hier ergibt sich jedoch eine gewisse Schwierigkeit. Wie an 
anderer Stelle berichtet wurdeS, ~,~, besteht Grund zu der Annahme, dass in Zellen 
aus dem Volhnedium der die aktive Aufnahme der Aminos~turen limitierende Schritt 
wahrscheinlich die Aktivierung des inaktivierten Carriers ist, also die chemo-osmo- 
tische Kopplung. Wenn diese Annahme richtig ist, dtirfte eine alleinige Vermehrung 
der Carrier-Molektile im Verlauf der Induktion keine Transportsteigerung ausl6sen. 
Diese Diskrepanz l~isst sich durch die Annahme aufl6sen, dass die Limitierung des 
Transportes nur bei roll induzierten Zellen tats~ichlich in der Reaktivierung des 
Carriers liegt, bei uninduzierten Zellen dagegen in der sehr viel niedrigeren Carrier- 
Konzentration. Als Alternativl6sung ist nach den vorliegenden Versuchen jedoch 
auch denkbar, dass das nach dem Transportmodell s,~ Carrier-aktivierende Enzym 
gleichzeitig mit  dem Carrier induziert wird. Zur Klttrung dieser Eragen sind weitere 
Untersuchungen erforderlich. 

In Zusammenhang mit der Steigerung des Influxes ist die Beobachtung wichtig, 
dass simultan mit der l~luxkonstanten kin auch die Konstante kex ansteigt. Dies ist 
eine notwendige Voraussetzung, wenn die erh6hte Transportkapazit~t  der Zellen mit 
einem erhahten Gehalt an Carrier-Molekiilen erkltirt werden soll. Andererseits zeigt 
sie, wie weiter oben diskutiert, dass die Induktion nicht, oder nicht allein, den Aufbau 
einer an der Aussenseite der Membran lokalisierten Permease~, ~s beschleunigt, 
sondern den beweglichen und von beiden Seiten der Membran her zugtinglichen Carrier 
direkt erfasst. Ferner sind keine Anhaltspunkte daftir vorhanden, dass Anpassungs- 
mechanismen an das neue Substrat mit der Steigerung der Transportaktivitttt  in 
Zusammenhang stehen k6nnten. 

4. Fiir eine erh6hte Synthese aktiver Carrier-Molekiile sprechen insbesondere 
auch die Versuche mit verschiedenen Hemmstoffen der DNA-, DNA-abhtingigen 
RNA- und der Protein-Synthese. Hieraus geht eindeutig hervor, dass Synthese yon 
Protein zum Aufbau des Transportsystems erforderlich ist. Wie Itir einen Induktions- 
mechanisinus ferner erwartet werden muss, sind RNA-Synthese und funktionell 
intakte DNA gleichfalls essentiell. 
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5. Schliesslich weist das Vorhandensein einer "lag"-Phase beim vermehrten 
Aufbau des Transportsystems gleichfalls auf einen Induktionsvorgang hin. 

Ungeklart ist noch der Wirkungsmechanismus der "Helfer"-Aminosauren. 
Mehrere Erklarungen bieten sich an : (a) Die Atninos/iuren besitzen gute Eigenschaften 
als intermediare N-Donatoren und stimulieren unspezifisch die zellulare Biosynthese 
von Aminosauren. (b) Der aktive Aminosauretransport wird durch ein zweites Protein, 
das dutch diese Aminosaure induziert wird, gef6rdert. (c) Die Aminosauren besitzen 
regulatorische Eigenschaften auf der Ebene der "Translat ion" bei der Protein- 
synthese ~ oder haben Funktionen als Coinduktoren ~5. (d) Schliesslich ist est m6glich, 
dass das induzierte Carrier-Protein einen besonders hohen Gehalt an diesen Amino- 
sauren aufweist. Klarung dieser Fragen ist erst nach weiteren Untersuchungen zu 
erwarten. 

Einige Abweichungen vom norlnalen Erscheinungsbild der Induktion sind 
festzustellen. Die auff~illigsten betreffen die H6he des Konzentrat ionsoptimums fiir 
die Induktion und in manchen Fallen grosse basale Transportakt ivi tat  "uninduzierter" 
Zellen. Beide Ph~inomene stehen vermutlich jedoch in engem Zusammenhang mitein- 
ander. Sie scheinen im tibrigen in 5.hnlicher Weise auch bei den drei weiteren bisher 
bekanntgewordenen induzierbaren Aminosauretransportsystemen 4-~ zu existieren. 
Zur Zeit kann noch nicht sicher entschieden werden, ob die basale Transportakt ivi tat  
konstitutiv ist und etwa einem zweiten a-Aminoisobuttersaure-transportierenden 
Svstem zugeordnet werden muss, oder ob sie ebenfalls induziert ist. Im  Falle der 
Existenz eines zweiten Transportsystems miisste dessen Affinitat fiir ~-Aminoiso- 
buttersaure inl gleichen Bereich liegen wie die des induzierbaren Systems. Obwohl 
noch unver6ffentlichte Befunde zeigen, dass die neutralen Aminosauren bei S. hydro- 
get,am durch mindestens zwei Systeme aktiv transportiert  werden, erscheint es zur 
Zeit wahrscheinlicher, dass auch die basale Transportaktivit~t  induziert ist. In 
Experimenten mit Zellen aus verschiedenen Kulturen schwanken die Transport- 
aktivitaten "uninduzierter" Zellen sehr stark. In ahnlichem Ausmass variieren die 
Induktionsraten. Diese Befunde lassen sich insgesamt am einfachsten interpretieren, 
wenn man vollstandige Induzierbarkeit  des Transportsystems annimmt,  Wahrend des 
Wachstums im synthetischen Medi~am werden die Zellen in dem Ausmass den Trans- 
port induzieren, in dem sie Aminosauren selbst synthetisieren und ihrem Pool zu- 
fiihren. Da maximale Induktion sehr hohe Aminosaurekonzentrationen erfordert, wird 
die permanente "Autoinduktion" auch in den gtinstigsten Fallen den H6chstwert 
nicht erreichen. Dies wird erst durch Zugabe von Induktoren zum Nahrmedium 
m6glich. Bei Ziichtung in Gegenwart h6herer Konzentrationen einer rasch verstoff- 
wechselbaren Aminos~iure wie Alanin ist anzunehmen, dass die Biosynthese der iibri- 
gen Aminosauren so weit wie m6glich von dieser Aminosaure ausgeht. Unter derartigen 
Umstanden ware es -teleologisch betrachtet--f i i r  die Zelle yon Vorteil, ihr Transport-  
system ft~r neutrale Aminosauren iiber das normalerweise erforderliche Mass hinaus 
induktiv steigern zu k6nnen. 

Wie in zwei weiteren Arbeiten beschrieben wird~, ~, existiert bei S. ~,drogenans 
noch ein iibergeordnetes Steuerungssystem fiir die aktive Aminos~iureaufnahme, das 
jedoch auf der Ebene des Transportsystems selbst wirkt. Im  Sinne eines Feedback- 
Mechanismus' wird die Aminosaureaufnahme durch die Konzentration der intrazellu- 
laren Aminosauren bestimmt. Beide Regulationssysteme, zusammen genommen, er- 
geben ftir die Zelle ein sehr empfindliches und schnell reagierendes Steuerungsprinzip :- 
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W~ihrend die Anpassung der Zellen an die Kulturbedingungen induktiv (also auf 
genetischer Ebene) erfolgt, wird der momentane Bedarf an Transportkapazit~tt tiber 
einen tibergeordneten Feedback-Mechanismus durch die zellul~tre Aminos~iurekonzen- 
tration bestimmt. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

I. Das Transportsystem neutraler Aminos~iuren in Streptomyces hydroge~m~s ist 
induzierbar. Sein Aufbau wird durch Hemmstoffe der DNA-, der DNA-abh~tngigen 
RNA- sowie der Protein-Synthese unterbunden. Als gute Induktoren erwiesen sich 
L-Alanin, Glycin, aber auch die nichtmetabolisierbare c~-Aminoisobutters~iure. Das 
Wirkungsmaximum der Induktoren liegt bet o. I M. Stark f6rdernd auf die Induktions- 
rate wirkt sich der Zusatz bestimmter, allein nicht oder nur wenig induzierender 
Aminos~turen zum Induktor  aus. Die wirksamste dieser "Helfer"-Aminos~turen ist 
Asparagin, das die Induktion durch Alanin um einen Faktor yon etwa 4 steigert. 
Die Funktion der "Helfer"-Aminos~turen ist noch ungekl~trt. 

2. Kinetische Untersuchungen zeigten, dass durch Induktion die Maximal- 
geschwindigkeit des Influxes yon ~-AminoIl~C~isobutters~iure, ihre Verteilung im 
steady state, die Influxkonstante kin sowie die Effluxkonstante kex gesteigert werden. 
Die "Michaelis Konstante"  a-Aminoisobutters~iure bleibt hingegen unver~ndert. 

3. Die experimentellen Ergebnisse werden in dem Sinne interpretiert, dass die 
Konzentration aktiver Carrier-Molektile in der Membran durch Induktion gesteigert 
und reguliert ~verden kann. Sie sprechen zumindest gegen eine alleinige Beteiligung 
yon Permeasen an der Regulation. Die physiologische Bedeutung der Induktion als 
Regelsystem ffir den Aminos~iuretransport und -stoffwechsel wird diskutiert. 
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