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Micrococcus radiodurans, Cell-Free Protein Synthesis

Pure active ribosomes of cells of Micrococcus radiodurans could be obtained when cultivated
in trypton, glucose and nutrient broth by adding natrium citrate. The optimal conditions for a
cell-free protein synthesis were investigated at the (polyuridylic acid) dependent polyphenylalanine
synthesis. When exchanging ribosomes and S100-fractions with the corresponding fractions of
E. coli, we found that the enzyme fractions of M. radiodurans extremely inhibit the ribosomal
activity. The incorporation rates in the cell-free system of M. radiodurans yield, at comparable

conditions, in relation to E. coli under 10%.

Einleitung

M. radiodurans wurde erstmals 1956 aus Fleisch
isoliert, das zur Entkeimung mit 2 —3 Mrad ioni-
sierender Strahlung behandelt worden war [1].
Neben der hohen Widerstandsfahigkeit gegen -
Strahlung (bis 6 Mrad) wurde auch eine hohe Re-
sistenz gegen UV-Licht festgestellt [2 —4]. Es konnte
nachgewiesen werden, dafl M. radiodurans eine be-
trichtliche Zahl von DNA-Doppelstrangbriichen zu
reparieren vermag [5, 6]. Im Gegensatz zu anderen
Micrococcus-Arten weist das Bakterium eine Reihe
weiterer Eigenschaften auf wie Salztoleranz, hohe
Katalaseaktivititen und Fahigkeit zur Caseinproteo-
lyse und Nitratreduction [1, 7]. Die Zellwand des
an sich grampositiven Micrococcus radiodurans ist
mit ihrem hohen Lipidgehalt atypisch und zeigt
Ahnlichkeit mit dem Zellaufbau gramnegativer Spi-
rillen [8, 9]. In der DNA konnten weder methylierte
Basen gefunden werden, noch liel sich eine Methy-
lasenaktivitit nachweisen [10]. Da im Zusammen-
hang mit der Strahlenresistenz eine Untersuchung
der Ribosomen von M. radiodurans von Interesse
ist, haben wir uns mit der Frage befaf}t, unter wel-
chen Bedingungen die zellfreie Proteinsynthese am
Beispiel der Polyuridylsiure-abhingigen Polyphenyl-
alaninsynthese moglich ist.

Material und Methoden

Stamme:
M. radiodurans, freundlicherweise von J. K.
Setlow, Tenn., USA, zur Verfiigung gestellt;
E. coli B
M. lysodeikticus.

Sonderdruckanforderungen an Dr. R. Siissmuth, Institut fiir
Mikrobiologie der Universitit Hohenheim, Garbenstrafle 30,
D-7000 Stuttgart 70.

Chemikalien

L-3-Phenyl[2,3-*H]alanin, 5 Ci/mmol wurde von
Amersham Buchler, Braunschweig; Polyuridylsdure
von Miles GmbH Frankfurt; Alcoa (Aluminium-
oxid) von der Alcoa Deutschland GmbH, Frank-
furt/M; ATP, GTP, PEP, Pyruvatkinase von Boeh-
ringer, Mannheim; Bactotrypton und Nutrient Broth
von Difco Laboratories, Detroit (USA); Pepton
und Yeast Extract von Oxoid, Wesel; Visking-Dia-
lyseschlauch von der Firma Serva Feinbiochemica,
Heidelberg, bezogen. Ubrige Chemikalien stammten
von der Firma Merck, Darmstadt.

Medien und Puffer

HNB-Komplettmedium (Plattenkulturen der drei
Stamme und Submerskultur von E. coli B): Auf
11 dest. Wasser 10 g Nutrient Broth, 5g Yeast
Extract, 5 g NaCl, fiir Platten 20 g Agar.

TGN-Medium (Submerskultur von M. radiodurans) :
Auf 11 dest. Wasser 1 g Nutrient Broth, 5 g Tryp-
ton, 1 g Glucose, pH 7,2.

TGNC-Medium (Submerskultur von M. radiodu-
rans) : enthielt zusitzlich zum TGN-Medium 0,9 g
Natriumcitrat pro 1.

PNYC-Medium (Submerskultur von M. lysodeilkti-
cus): Auf 11 dest. Wasser 10 g Pepton, 10 g Yeast
Extract, 0,8 g Glucose, 5 g NaCl, 0,9 g Natrium-
citrat, pH 7,3.

Waschpuffer: Auf 11 dest. Wasser 12,1 g Tris/HCI,
pH 7.8, 2,14 g Mg (CH;C00), 4 H,0, 3,7 g KCL.

Extraktionspuffer: Enthielt zusitzlich zum Wasch-
puffer 0,42 ml f-Mercaptoéthanol.
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Bakterienziichtung

M. radiodurans wurde in 101 Fermentoren un-
ter starker Beliiftung bei 37 °C in TGN bzw. TGNC-
Medium geziichtet und in verschiedenen Wachstums-
phasen geerntet. Das Wachstum wurde durch Trii-
bungsmessung im Eppendorf-Photometer verfolgt
(Filter 400 — 600 nm). E. coli B und M. lysodeikti-
cus wurden in HNB- bzw. PNYC-Medium bei 37 °C
bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase
geziichtet und dann geerntet. Zur Ernte wurden die
Bakterien auf 4 °C abgekiihlt und in einer Beck-
man-Kithlzentrifuge J 21 10min bei 4 °C und
8000 g zentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit
Waschpuffer gewaschen und bei —20°C aufbe-
wahrt.

Priparation der Ribosomen und S100-Extrakte

Der Aufschlull der Bakterien erfolgte durch Zer-
reiben mit Alcoa: a g Bakterien, 2 a g Alcoa und
2 aml Extraktionspuffer wurden im vorgekiihlten
Mérser 30 min bei 4 °C zu einer cremigen Paste
zerrieben. Bei M. radiodurans wurden a g Bakte-
rien mit 2,5ag Alcoa und 1,5 aml Extraktions-
puffer behandelt. Die Homogenisate wurden dann
20 min bei 30000 g und 2 °C in einer Beckman-
Kiihlzentrifuge J 21 zentrifugiert. Der Uberstand
wurde 5 min mit 3 ugDNase/ml behandelt und er-
neut 20 min bei 30000 g zentrifugiert. 4/5 des
klaren Uberstandes wurden als S30-Fraktion ab-
pipettiert: Diese wurde 2 Stunden bei 2 °C und
105000 g im Ti 50-Rotor der Ulirazentrifuge
Spinco (Beckman) zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden die oberen 4/5 bei E. coli bzw. das obere
Drittel bei M. radiodurans gegen Extraktionspuffer
5 Stunden im Visking-Schlauch (Serva) dialysiert
und als S100-Fraktion bei —20 °C aufbewahrt. Die
restliche S100-Fraktion wurde verworfen. Die sedi-
mentierten Ribosomen wurden in Extraktionspuf-
fer (1/4 des Volumens der S30-Fraktion) suspen-
diert und 90 min zentrifugiert. Die so gewaschenen
Ribosomen wurden in Extraktionspuffer aufgenom-
men in einer Menge, die bei E. coli B und M. lyso-
deikticus einem Viertel, bei M. radiodurans einem
Achtel des Volumens der S100-Fraktion entsprach
und in kleinen Portionen bei — 20 °C aufbewahrt.

Zellfreie Proteinsynthese

Die Proteinsynthese in vitro erfolgte, wenn nicht
anders angegeben, wie frither beschrieben [11, 12].

Das Inkubationsvolumen (250 ul) enthielt, wenn
nicht anders vermerkt, 10 ul r-3-Phenyl[2,3-3H]-
alanin, 100 #Ci/ml; 10 ul Poly U, (i. a. 2 mg/ml)
durchschnittliches  Molekulargewicht 100 000 d;
10 u1 tRNA (25 mg/ml), aus E. coli isoliert; 20 ul
Zusatzlosung, sofern nicht anders vermerkt, deion.
H,0; 100 ul ATP-Puffer (69 mg ATP, 26 mg PEP,
1,4mg GTP und 0,5 mg PEP-Kinase, gelost in
10 ml Puffer aus 0,15 M Tris/HCI, pH 7,8, 0,015 M
Magnesiumacetat, 0,075 M KCl, 0,01 M f-Mercapto-
dthanol, 100 u] eines Gemisches aus 60 ul Riboso-
mensuspension (durchschnittlich 11 mg Protein/ml)
und 40 ul S100-Extrakt (durchschnittlich 12 mg
Protein/ml). Bei E. coli wurden 100 ul eines Ge-
misches aus 80 ul Ribosomensuspension und 20 ul
S100-Extrakt entsprechenden Proteingehalts einge-
setzt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C, 5 oder
10 Minuten. Nach Ablauf der Inkubationszeit wur-
den 100 ul entnommen, auf Chromatographiepa-
pier (2,5 cm x 2,5 cm) aufgetragen und nach R. J.
Mans und G. D. Novelli [13] und, wie frither an-
gegeben [12], gewaschen und im Toluol-Szintilla-
tor im Liquid-Scintillation-Counter (Intertechnique)
gemessen. Alle Versuche wurden mindestens dreimal
wiederholt und gemittelt, wobei die Ergebnisse mit
Ribosomen und S100-Extrakten verschiedener Zell-
aufschliisse verglichen wurden. Die Einbauraten
schwankten je nach AufschluBqualitit. Die Blind-
werte wurden in den einzelnen Versuchen jeweils
abgezogen. RNA-Bestimmung erfolgte nach Bial in
der Modifizierung von W. Majbaum [14] und Pro-

teinbestimmung wie frither beschrieben [12].

Saccharosegradient

0,2 ml Ribosomensuspension wurden auf einen
Saccharose-Gradienten (5— 20%) aufgetragen und
135 min bei 38 000 rpm im Rotor SW 40 der Ultra-
zentrifuge Spinco (Beckman) zentrifugiert, sofort
fraktioniert und bei 260 nm im Spektralphotometer
PMQ 3 (Zeiss) gemessen.

Ergebnisse

Eine eingangs in Submerskulturen durchgefiihrte
Bestimmung der optimalen Wachstumstemperatur
von Micrococcus radiodurans im Temperaturbereich
zwischen 24 °C und 44 °C ergab 37 °C.

Wurde M. radiodurans in dem Medium TGN ge-
ziichtet, so erwies sich das Ribosomensediment der
105 000 g-Zentrifugation als inhomogen. Eine un-
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Abb. 1. Polypeptidsynthese in Abhédngigkeit von der Poly
U-Konzentration mit suspendierten Niederschligen NS1 bzw.
NS2 und S100-Fraktion im Verhdltnis 60/40. Inkubations-
zeit 5 und 10 min bei 37 °C.

tere klare, honiggelbe, in Losung opaleszierende
Schicht (NS1) und eine obere rote Schicht (NS2)
lieBen sich unterscheiden. Wurden beide Schichten
gemischt und als Ribosomensuspension im zellfreien
Proteinsynthesesystem eingesetzt, erhielt man nicht
reproduzierbare Ergebnisse. Das zeigte sich auch,
wenn die Schichten NS1 und NS2 getrennt aufge-
arbeitet wurden. Abb. 1 zeigt in Abhéngigkeit von
der Poly U-Konzentration, dall der rote leichtere
Niederschlag NS2 eine geringere Proteinsynthese-
aktivitat aufweist als der Niederschlag NSI1. Dies
anderte sich entscheidend durch einen Zusatz von
Citrat zum Kulturmedium TGN. Da Citrat nach
Gorini et al. [15, 16] die Proteinasen durch Kom-
plexbildung mit Ca?" inaktiviert, wurde zur Ver-
ringerung einer Proteinasenaktivitdt Citrat zugesetzt.
Zellen, die in einer Submerskultur im TGNC-Me-
dium wuchsen, fihrten zu einer vollig homogenen
Ribosomenfraktion. Das kompakte Ribosomensedi-
ment war gelblich und die Ribosomensuspension
weilllich opaleszierend ohne jede rotliche Farbung.
Die roten Partikel befanden sich iiber dem Ribo-
somensediment in Losung und waren leicht weg-
schwemmbar. Nach der Protein- und RNA-Bestim-
mung zeigten die Ribosomen (64,210,9)7% RNA.
Die Ribosomenausbeute war um 75% kleiner als
die bei E. coli unter vergleichbaren Aufschlufbe-
dingungen. Im TGNC-Medium wuchsen die Bakte-

rien mit einer Generationszeit von 1,2 Stunden etwas
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Tab. I. Einbau von Phenylalanin in Polypeptide in cpm/mg
ribos. Protein in Abhingigkeit von den Medien, in denen
die Zellen geziichtet wurden und in Abhingigkeit von der
Wachstumsphase der Zellen, aus denen jeweils die Riboso-
men isoliert wurden. Inkubation 5 min bei 37 °C.

Wachstumsphase Medium Medium
TGNC TGN
Beschleunigungsphase 347 —
Logarithmische Phase 389 280
Ruhephase 375 293

langsamer als im TGN-Medium mit einer Genera-
tionszeit von 0,8 Stunden. Tabelle I zeigt den Ami-
nosiaureeinbau, wenn die Ribosomen aus Zellen iso-
liert wurden, die in TGNC-Medium wuchsen. Die
Einbaurate war nicht héher als bei Einbauversuchen
mit den Niederschlagen von NS1 oder NS2, jedoch
verlief die Proteinsynthese ohne Schwankungen, und
die Versuche waren reproduzierbar. Es konnten
keine nennenswerten Einbauunterschiede festgestellt
werden, ob die Ribosomen aus Zellen der Beschleu-
nigungsphase, der logarithmischen Phase oder der
Ruhephase stammten (Tab. I).

Die Einbauaktivitat frisch aufgearbeiteter Ex-
trakte war genauso grofl wie von eingefrorenen 24
Stunden &lteren, wihrend fiir E. coli durch Einfrie-
ren von Ribosomen- und Enzymextrakten ein Akti-
vititsverlust von etwa 30% gefunden wurde. Eine
Dialyse der S100-Fraktion gegen Extraktionspuffer
brachte keine Verbesserung der Einbauaktivitat.

Die Untersuchung der Einbauaktivitat in Ab-
hingigkeit von der Zeit zeigte (Abb.2), dal} sich
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Abb. 2. Einbau von [3H]Phenylalanin in Abhéngigkeit von
der Zeit. Ribosomen/S100-Fraktion 60/40. Inkubation bei
37°0.
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Abb. 3. Abhingigkeit der Einbauaktivitit von der
ATP-Konzentration. Ribosomen/S100-Fraktion
60/40. 10 min Inkubation bei 37 °C. ATP-Kon-
zentration in x#mol ATP/ml Inkubationsvolumen.
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bei einer Inkubationsdauer iiber 10 min der Einbau
radioaktiven Phenylalanins stark verringert im Ge-
gensatz zu den bekannten Ergebnissen von E. coli-
Bakterien, bei denen ein Plateau zu beobachten ist
[11]. Die optimale Konzentration an Poly U als
mRNA liegt unter den gegebenen Bedingungen bei
120 ug Poly U/ml (Tab. IT). Die fiir E. coli haufig
angewandte ATP-Konzentration von 5 u mol/ml er-
wies sich auch bei M. radiodurans als optimal
(Abb. 3). Fir die zellfreie Proteinsynthese ist ein
optimales Verhiltnis ATP/Mg?* wesentlich [15].

Eine Variation der Magnesium-Konzentration er-
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Abb. 4. Abhingigkeit der Einbauaktivitit von der Magne-
siumionenkonzentration. Ribosomen/S100-Fraktion 60/40.
10 min Inkubation bei 37 °C. Magnesiumacetatkonzentration
in umol Mg2*/ml Inkubationsvolumen.

J1 Mol ATP/ml

Tab. II. Einbau von [*H]Phenylalanin mit M. radiodurans-
Extrakten bei verschiedenen Poly U-Konzentrationen. Inku-
bation 5min bei 37 °C. Poly U in ug/ml Inkubationsvo-
lumen.

Poly U 30 40 80 120 160
cpm/mg 553 637 675 735 528
rib. Protein

Tab. III. Charakterisiik des Einbausystems von M. radio-
durans. Inkubationszeit 10 min bei 37 °C. 60 ul Ribosomen-
suspension und 40 ul S100-Extrakt.

Einbausystem cpm/mg

ribos. Protein

komplett 836
komplett — Poly U 435
komplett — tRNA 355
komplett—ATP 364
komplett — Ribosomen 220
komplett — S100 188

gab bei Verwendung von 5 uM ATP-Puffer beste
Einbauraten bei einer Mg?*-Konzentration von 16 u
mol/ml Inkubationsansatz (Abb. 4). Die Polyamine
Spermidintrichlorid und Spermintetrachlorid sind
als Aktivatoren der Proteinsynthese bekannt [20].
Die Einbaurate des Spermidin-freien Kontrollwertes
war jedoch im Proteinsynthesesystem von M. radio-
durans nicht zu tibertreffen.

Tab. III zeigt eine allgemeine Charakteristik des
Einbausystems von M. radiodurans. Aus den Ergeb-
nissen geht hervor, dal ohne Ribosomen der Ein-
bau radioaktiven Phenylalanins 26,3% betragt und
auch ohne Polyuridylsdure als mRNA ein betrécht-
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Tab. IV. Phenylalanineinbau mit Ribosomen und S100-
Extrakten der log-Phase verschiedener Herkunft unter ver-
gleichbaren Bedingungen. Ribosomen/S100=60/40, 10 min

Inkubation. Angaben in cpm/mg ribos. Protein.
S100 S100 S100
E. coli M. radio- M. lyso-
durans deikticus
Rib. E. coli 4177 975 1787
Rib. M. radiodurans 924 448 485
Rib. M. lysodeikticus 997 497 495

licher Einbau erfolgt. Eine Variation der Riboso-
menkonzentration mit Extrakten von verschiedenen
Aufschliissen von Zellen der logarithmischen Wachs-
tumsphase ergab optimale Einbaubedingungen bei
60 «1 Ribosomensuspension und 40 x«l S100-Ex-
trakt, d. h. bei 2,6 bzw. 1,9 mg Protein/ml Inkuba-
tionsvolumen.

Die Rate der Proteinsynthese durch Ribosomen
von M. radiodurans 1aBt sich mit einem S100-Ex-
trakt von E. coli um 100% erhéhen (Tab. IV). Dar-
aus kann man schliefen, dal die Ribosomen in
ihrer Aktivitat nicht erschopft sind, sondern ge-
hemmt werden. Diese Annahme wird durch Verwen-
dung des S100-Extraktes von M. radiodurans bei
der Proteinsynthese mit Ribosomen aus E. coli be-
stitigt. Tab. IV zeigt, dall der Einbau durch E. coli-
Ribosomen mit S100-Extrakten von M. radiodurans
auf 23% des kompletten E. coli-Systems verringert
wird, bei S100-Extrakten aus M. lysodeikticus auf
43%.

Die Priifung der Abhingigkeit der Stabilitit der
Ribosomen von M. radiodurans von der Mg**-Kon-
zentration mittels Zonengradientenzentrifugation er-
streckte sich auf den Konzentrationsbereich zwischen
0,0003 — 0,04 mol/l. Bei Mg?*-Konzentrationen un-
ter 0,01 mol/l liegen keine 70S-Ribosomen mehr
vor (Abb. 5). Bei Mg?*-Konzentrationen von 0,03 —
0,04 mol/l erwiesen sich die 70S-Ribosomen am
stabilsten.

Im KCI- und NH,Cl-Konzentrationsbereich von
0—0,5mol/l war bei M. radiodurans-Ribosomen
keine wesentliche Steigerung der 70S-Ribosomensta-
bilitat zu beobachten. Wahrend die fiir E. coli iibli-
chen K*- und NH,*-Konzentrationen auf die Ribo-
somen nur geringen Einflul haben, wirken hohere
Tris-Konzentrationen bei M. radiodurans anders als
bei E. coli so auf die Ribosomen, daf} bei 0,1 mol
Tris/l 50S-Ribosomen vorliegen, wihrend bei

0,01 mol Tris/l 70S-Ribosomen tiberwiegen (Abb. 6).
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Abb. 5. Saccharosegradient (5 — 20%) von M. radiodurans-
Ribosomen in Puffern mit verschiedenen Magnesiumionen-
konzentrationen: 0,001 M, 0,03 M und 0,035 M Magnesium-
acetat. Zentrifugation bei 4 °C 135 min in Rotor SW40 der
Beckman-Ultrazentrifuge. Fraktionen zu 34 Tropfen.

Bei einer Mg?*-Konzentration von 0,01 mol/l
lat sich die Proteinsyntheseaktivitdt in Gegenwart
von K*- anstelle von NH,*-Tonen um das 1,4fache

steigern. Bei einer Mg®*-Konzentration von
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Abb. 6. Saccharosegradient (5— 20%) von M. radiodurans-
Ribosomen in Puffern mit verschiedenen Tris-Konzentra-
tionen: 0,01 M Tris und 0,1 M Tris. Bedingungen wie Abb. 5.

Tab. V. Proteinsynthese mit M. radiodurans-Extrakten in
verschiedenen Aufschlulpuffern bei 2 Poly U-Konzentra-
tionen in cpm/mg ribos. Protein. 10 min Inkubation.

Poly U 0,01 M Mg2* 0,03 M Mg2* 0,01 m Mg2* 0,03 M Mg2*
[mg/ml] 0,05M NH,* 0,05m NH* 0,05mMK* 0,05 MK+

2 191 382 270 373

4 288 529 385 555

0,03 mol/l wird der Einbau gegeniiber der geringe-
ren Mg**-Konzentration um 80—100% erhcht
(Tab. V) ; jedoch bleibt der EinfluB von K*- bzw.
NH,*-Ionen gleich.

Eine Prifung der Abhingigkeit der Einbaurate
vom pH-Wert zeigte im pH-Bereich von 7,4 —8,0
keine Verdnderung der Proteinsyntheseaktivitait

(Tab. VI).

Tab. VI Proteinsynthese mit M. radiodurans-Extrakten bei
verschiedenen pH-Werten in cpm/mg ribos. Protein, 10 min
Inkubation bei 37 °C.

pH-Werte

Inkubationsdauer 7,2 7,4 7,6 7,8 8,0
[min]

5 121 227 242 245 259
10 111 235 236 235 235
Diskussion

Die zellfreie Proteinsynthese wurde bei vielen
Bakterienarten untersucht [20 —22]. Bei B. subtilis
wurden Einbauten von 10% des Systems von E. coli
erhalten [17]. Hier wurde ein storender Einflul
durch Nucleasen und Proteasen nachgewiesen. Diese
Enzyme werden vorwiegend in &lteren Zellen ge-
funden, und durch eine Verdnderung der Wachs-
tumsphase liel sich eine betrdchtliche Steigerung
der Proteinsyntheseaktivitit erzielen. Bei M. radio-
durans jedoch konnten zwischen den einzelnen
Wachstumsphasen keine wesentlichen Unterschiede
in der Einbaurate festgestellt werden. Auf Grund
der giinstigen Zellausbeute und der Ziichtungszeit
empfahl sich die Ernte von M. radiodurans-Zellen
in der logarithmischen Wachstumsphase. Zur Ge-
winnung reiner und aktiver Ribosomen war der Zu-
satz von Citrat zum Kulturmedium von Bedeutung.
Die Proteinsyntheserate blieb unter vergleichbaren
Bedingungen hochstens um 10% der von E. coli B.
Neben einer Proteasenaktivitit, die durch Citratzu-
satz offenbar verringert werden konnte, scheint ein
weiterer Hemmstoff im S100-Uberstand die Protein-
synthese zu limitieren. Die Einbauraten konnten
durch Zugabe von Polyuridylsdure nur verdoppelt
werden. Wihrend bei einer Variation der Poly U-
Konzentration fiir den Phenylalanineinbau Satti-
gungskurven bekannt sind [11], treten solche bei
M. radiodurans nicht auf.
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Bei der Untersuchung der Pufferzusammensetzung
war vor allem die Hemmung der Proteinsynthese
durch eine hohere Tris-Konzentration (0,1 M) auf-
fallend. Cammak, Miller und Grinstead beschrieben
die Abhingigkeit der S-Werte von Na*- und Tris-
Konzentrationen [19]. Hohe Konzentrationen ein-
wertiger Kationen verdréngen einen Teil der Mg**
und Polyamine aus den Ribosomen und bewirken
dadurch eine Dissoziation der 70S-Partikel. Diese
Beobachtung in Verbindung mit der Feststellung,
dall bei Erhohung des Tris-Gehaltes 50S-Riboso-
menuntereinheiten auftreten, lalt annehmen, dal}
Tris-Ionen auch hier die Magnesiumionen aus den
Bindungsstellen dringen, so daf} die 70S-Riboso-
men dissoziieren. Die Ribosomen von M. radio-
durans erweisen sich somit gegeniiber Tris empfind-
licher als E. coli-Ribosomen.

Eine Untersuchung der Enzymaktivitat des S100-
Uberstandes zeigte in Systemen von E. coli und
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M. lysodeikticus deutliche Einbauhemmungen, die
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