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Under ionic conditions, where the 70 S ribosomes but not the 80 S ribosomes partly dissociate into the subunits,
in three mutants of (hlamydomonas reinhardi streptomycin causes in vivo at first an increase, later a decrease of the
70 S ribosome fraction. This behaviour can be explained, if streptomycin acts on the ribosome cycle of the organelle
ribosomes of eukaryotes in the same way as on the ribosome cycle of E. coli.

Streptomycin also induces the formation of dimers and oligomers from 80 S cytoplasmic ribosomes. The kinetics
of this formation is similar to that of the 70 S ribosomes. However, this effect of streptomycin does not seem to in-

fluence the functional capacity of the 80 S ribosomes.

1. Einleitung

Wihrend die Wirkung von Streptomycin auf
Prokaryonten und besonders auf deren Ribosomen
gut untersucht ist, ist iiber den Einfluss von Strepto-
mycin auf eukaryotische Zellen wenig bekannt. Bei
der Ergriinung etiolierter Fuglenen hatte Schiff eine
selektive Hemmung der Chloroplastenribosomen durch
Streptomycin beschrieben [1] . Wir konnten bei Mutan-
ten der Grunalge Chlamydomonas reinhardi sowohl eine
analoge Hemmung der Chloroplastenribosomen, als auch
einen Einfluss von Streptomycin auf das Dissoziations-
verhaiten der 70 S Organellenribosomes in vivo nachweis-
sen [2]. Wie bei E. coli dissoziieren die 70 S Ribosomes
eines streptomycin-sensitiven Stammes (ss) dieser Alge
in Gegenwart von Streptomycin weniger gut in die
Untereinheiten als ohne Streptomycin. Dieser Unter-
schied des Dissoziationsgrades mit und ohne Strepto-
mycin wird als “sticking effect” [3] bezeichnet. Bei
einer chromosomalen, streptomycin-resistenten
Mutante (sr3) ist dieser “70 S sticking effect” weniger
ausgeprigt und bei einer uniparentalen, streptomycin-
resistenten Mutante (sr55) gering. _

Bei jeder der drei Mutanten wurde auch der Anteil
and Di- und Oligomeren in den Ribosomenprépara-
tionen durch Streptomycin unter unseren Versuchs-
bedingungen erhoht.

In der vorliegenden Arbeit haben wir nun einerseits
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zeigen konnen, dass die Di- und Oligomeren aus cyto-
plasmatischen 80 S Ribosomen entstanden sind, so
dass wir einen Einfluss von Streptomycin auf die
Assoziation von 80 S Ribosomen annehmen miissen
und in Form eines “Dimer sticking effects” neu defi-
nieren konnen. Andererseits haben wir den zeitlichen
Verlauf des “70 S-” und des “Dimer sticking effects”
in Abhingigkeit der Einwirkungsdauer von Strepto-
mycin auf die Zellen, untersucht. Die Resultate deuten
darauf, dass der Wirkungsmechanismus von Strepto-
mycin auf die Organellenribosomen von Eukaryonten
analog demjenigen auf E. coli-Ribosomen ist.

2. Experimentelles

Die drei Stimme ss, sr3 und sr35 von C. reinhardi
wurden bereits frither beschrieben [4]. Zur Unter-
suchung des Streptomycineinflusses auf die Ribosomen
in Abhingigkeit der Einwirkungsdauer des Antibiotikums
wurden die Stimme gemadss Boschetti und Bogdanov
[2] in 4 1-Ansitzen kultiviert. In der exponentiellen
Wachstumsphase wurde 50 ug/ml Streptomycinsulfat
zugegeben und nach 0, 5, 15, 30, 60 und 120 Min.
Proben entnommen. Die Proben wurden zum raschen
Abstoppen des Metabolismus auf Eis gegossen und in
der Kalte sofort zentrifugiert. Aus dem Zellsediment
wurden die Ribosomen wie frither isoliert und in der
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analytischen Ultrazentrifuge analysiert [2]. Aus den
Peakflichen der Schlierenaufnahmen wurden die
“sticking effects” nach folgenden Formeln berechnet:
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Zur priparativen Auftrennung der Ribosomenfrak-
tion wurde das Ribosomensediment in einem Puffer
von 0,025 M Tris—HC1 pH 7,5 und 0,015 M MgCl,
suspendiert. Ein linearer Saccharosegradient (13%—
43% Saccharose in obigem Puffer) wurde mit 10—100
Aygo-Einheiten der Ribosomensuspension in einem
inversen Konzentrationsgradienten tiberschichtet und
14 h in SW 27 Rotor der Spinco-Zentrifuge bei 23000
Upm zentrifugiert. Der Gradient wurde mit 45% iger
Saccharoselosung aus dem Zentrifugenbecher verdrangt,
das Sedimentationsprofil in der Durchflusskiivette des
Uvicord I bei 254 nm registriert. Die Fraktionen
wurden aufgefangen und nach Verdiinnung sedimen-
tiert. Die gelelektrophoretische Untersuchung der rRNS
geschah im wesentlichen nach Loening {5].

3. Resultate und Diskussion

Da wir festgestellt hatten [2], dass Streptomycin
unter unseren Bedingungen zu vermehrter Bildung von
Oligomeren Ribosomen Anlass gibt, war es wichtig zu
wissen, ob diese Oligomeren aus den 70 S Ribosomen
der Organellen oder aus den cytoplasmatischen 80 S
Ribosomen entstanden sind. Daher wurden aus einem
Saccharosegradienten (Fig. 1) die oligomeren Fraktionen
A und B isoliert und deren rRNS elektrophoretisch
untersucht (Fig. 2). Es zeigte sich, dass die Oligomeren
nur 25 S und 18 S rRNS enthalten. Die 23 Sund 16 S
tRNS der Organellenribosomen fehlen vollstindig.
Zudem entspricht das Verhiltnis von 25 Szu 18 S
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Fig. 1. Beispiel eines Sedimentationsprofils isolierter Ribo-
somen. Die Ribosomen entstammen einer Kultur des Stammes
sr3, die 30 Min. mit 50 ug/ml Streptomycinsulfat behandelt
worden war. Sedimentationsbedingungen siche Experimen-
telles. Die angefiihrten s-Werte sind Gruppenbezeichungen
(generic names); die genauen Werte wurden frijher bestimmt
[2]. In Sedimentationsprofilen von Ribosomen analog
behandelter Kulturen der Stimme ss und sr3s sind die

30 S- und 70 S-Fraktionen als kleine Peaks zu erkennen.

rRNS demjenigen von freien 80 S Ribosomen. Somit
sind diese Oligomeren — entgegen unserenn friiheren,
auf Literaturangaben [6, 7] beruhenden Annahme
[2] — durch Assoziation von ganzen 80 S Ribosomen
entstanden. Wir haben daher von fritheren, aus der
analytischen Ultrazentrifugation gewonnenen Daten
[2] den “Dimer sticking effect” neu nach den Formeln
unter Experimentellem berechnet und in Fig. 3 dem
“70 S sticking effect” gegeniibergestellt. Eine
Berechnung des 70 S sticking effects” vom pripara-
tiven Gradientenprofil (Fig. 1) ist wegen schiechter
Auflésung der Peaks unter unseren ionischen
Bedingungen nicht méglich.

Man findet in allen drei untersuchten Stimmen
nach 15 minitiger Einwirkung von 50 ug/ml Strepto-
mycinsulfat eine eindeutig erhdhte Assoziation von
80 S Ribosomen unter Bildung von Oligomeren (Fig. 3).
In Vergleich zum ““70 S sticking effect” ist allerdings
dieser “Dimer sticking effect” weniger ausgepragt und
man kann keinen signifikanten Unterschied zwischen
den drei Stimmen festellen. Obwohl allgemein ange-
nommen wird, dass Streptomycin nicht auf die cyto-
plasmatischen Ribosomen von Eukaryonten wirkt,
zeigt das Resultat, dass Streptomycin auch in rel.
kleinen Dosen nicht rur die Organellenribosomen,
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Fig. 2. Elektropherogramme ribosomaler RNA aus den Oligo-
merfraktionen der Fig. 1. Die 2,4% eigen Polyacrylamidgele
wurden mit ca. 20 ug Ribosomen in 2% SDS-L&sung beladen
und nach Elektrophorese in einem Zeiss Spektrophotometer
PQ II mit Gel-Sanner-Zusatz ausgemessen. Elektrophorese-
richtung von links nach rechts. Die s-Werte wurden nach
Eichung mit rRNA aus E. coli-Ribosomen zugeordnet. A: Frak-
tionen A der Fig. 1; B: Fraktion A + Gesamt-Ribosomen

(2+1); C: Fraktion B der Fig. 1; D: Fraktion B + Gesamt-
Ribosomen (2+1).
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sondern in geringerem Masse auch die 80 S Ribosomen
beeinflusst. Auch Ullah und Keller haben eine Beein-
flussung der 80 S Ribosomen durch Streptomycin bei
C reinhardi beschrieben [8]. Sie fanden sowohl
streptomycinbedingte Verinderungen von physico-
chemischen Eigenschaften der Ribosomen des Wild-
typs, als auch veranderte 80 S Ribosomen in einer
streptomycin-abhangigen Mutante (sd-3).

Da der “70 S sticking effect” nur autritt, wenn
wachsende Kulturen mit Streptomycin behandelt
werden [2], scheint fiir die spezifische Wirkung von -
Streptomycin auf die Organellenribosomen ein funk-
tioneller Ribosomencyclus notwendig zu sein. Wenn
das zutrifft, miisste sich der sticking effect, wie bei
E. coli, zeitlich entsprechend der Behandlungsdauer
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Fig. 3. Gegeniiberstellung des “70 S-”” und des “Dimer sticking
effects”. Mittelwerte aus je 3 unabhingigen Messungen mittels
der analytischen Ultrazentrifuge. Die Werte fur den “70 S-
sticking effect” entstammen einer fritheren Arbeit [2], die-
jenigen fiir den “Dimer sticking effect” wurden neu berechnet.
+: Kulturen wurden 15 Min. mit 50 ug/ml Streptomycinsulfat
behandelt; —: ohne Streptomycinbehandlung.

der Zellen mit Streptomycin, verindern. Bei E. coli
nimmt innerhalb von 40 Min. unter Streptomycin-
einfluss die 70 S Monosomenfraktion auf Kosten der
Untereinheiten und der Polysomen bis zu einem
Sittigungswert zu [3, 9]. Die Zunahme der 70 S
Monosomen wurde durch die Bildung aberranter
Initiationskomplexe, sog. st--Monosomen (mit Peptidyl-
tRNS und mRNS {9], oder unter Verlust der Amino-
acyl-tRNS [10]) gedeutet. Gegenwirtig werden noch
verschiedene ander Mechanismen der Streptomycin-
Wirkung diskutiert [11, 12]. Offenbar ist aber die
Zusammensetzung der 70 S Monosomenfraktion aus
Streptomycin-behandelten Zellen uneinheitlich und
verdndert sich mit der Zeitdauer der Streptomycin-
Einwirkung. Kogut und Prizant [13] fanden nidmlich,
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Fig. 4. “Sticking effect” in Abhingigkeit der Zeitdauer,
wiihrend welcher die Kulturen 50 ug/ml Streotpmycinsulfat
ausgesetzt waren. Mittelwerte aus je 2 unabhingigen Bestim-
mungen. A: 70 S sticking effect””; B: ““Dimer sticking effect”;
o: Stamm sr3; X: Stamm sr3s5.

dass nach ca. 70 Min. Dihydrostreptomycin-Behandlung
der Zellen die 70 S Fraktion weitgehend noch aus str-
Monosomen bestehen, die auch bei kleiner Mg2+-Konzen-
tration stabil bleiben. Mit fortdauernder Dihydrostrepto-
mycin-Behandlung (bis 2 h) treten auf Kosten der str-
Monosomen uberwiegend run-off-dhnliche Ribosomen
auf, die nun bei kleiner Mg2+-Konzentration leicht in die
Untereinheiten dissozieren. Um zu priifen, ob durch
Streptomycin in den Organellen von Eukaryonten der
Ribosomencyclus in gleicher Weise beeinflusst wird wie
in E. coli, haben wir den zeitlichen Verlauf der

“sticking effects” in unseren Mutanten untersucht.
Dabei haben wir die ionischen Bedingungen so gewdahlt
{2], dass die 70 S Ribosomen normalerweise zur

Hilfte in die Untereinheiten dissoziieren, die 80 S
Ribosomen jedoch nicht. Unter diesen Bedingungen
erwarteten wir zuerst eine Zunahme der 70 S Ribo-
somenfraktion, d.h. eine Zunahme des “70 sticking
effects”, was der Bildung der stabilen str-Monosomen
bei E. coli entspricht, dann eine Abnahme des

“sticking effects”, was der Umwandlung in die disso-
ziierbaren, run-off-dhnlichen Ribosomen entspricht.
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Tatsichlich haben wir in den untersuchten Stim-
men sr3 und sr35 den erwarteten zeitlichen Verlauf des

“70 S sticking effects” feststellen konnen (Fig. 4). Die
Lage des Maximums kann allerdings von Versuch zu
Versuch bis 15 Min., und die Hohe bis um die Hilfte
variieren. Die Unterschiede zwischen den Kurven der
drei Stimme sind also nicht gesichert. Dennoch zeigt
sich im Vergleich mit E. coli eine {iberraschende Uberein-
stimmung in der Zeitdauer, nach welcher auch bei
Chlamydomonas reinhardi das Maximum des “70 S
sticking effects” erricht wurde. Es scheint also, dass
die Wirkung von Streptomycin auf die Organellen-
ribosomen von Eukaryonten ghnlich derjenigen auf
prokaryotische Ribosomen ist. In Fig. 4 ist auch die
Kinetik der “Dimer-sticking effect” dargestellt.
Erstaunlicherweise ist der Verlauf der Kurve dhnlich
wie beim “70 S sticking effect”. Dass Ausmass ist
allerdings geringer und das Maximum tritt meist auch
spéter auf als beim “70 S sticking effect”. Da einer-
seits der “‘Dimer-sticking effect” nur auftritt, wenn
lebende Zellen mit Streptomycin behandelt werden
[2] und andererseits die 80 S Ribosomen kein Dihydro-
streptomycin binden [14], nehmen wir an, dass der
Einfluss von Streptomycin auf die 80 S Ribosomen
indirekt ist.
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