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1 E I N L E I T U N G

D as w ic h t ig s te  B a k te r iu m  fu r  d ie  b io lo g is c h e  In s e k te n b e k a m p fu n g  i s t  

B a c i l lu s  t h u r in g i e n s i s  (ANGUS, 1968 und 1971). D i e s e r  O r g a n i s m u s  b i ld e t  

m e h r e r e  g eg en  In s e k te n  ak t iv e  A g en z ien ,  d e r e n  P ro d u k t io n  von S ta m m  zu 

S ta m m  v a r i i e r t  und auch  von  d en  K u l tu rb e d in g u n g e n  ab h an g ig  i s t  (DULM AGE, 

1970 und 1971; S C H E R R E R  e t  a l . , 1973). D ie  B . t h u r i n g i e n s i s -T o x in e  

s in d  von  H E I M P E L  (1967) wie fo lg t  b e z e ic h n e t  w o rd e n :

o<-Exotoxin , P h o s p h o l ip a s e  C

[)-E x o to x in ,  e in  h i t z e s t a b i l e s  Toxin , d e s s e n  S t r u k tu r  und W irk u n g  im  

D e ta i l  von BOND et a l .  (1971) und S O M E R V IL L E  (1973) 

d i s k u t i e r t  w u rd e  

y- E x o tox in ,  e ine  n ic h t  i d e n t i f i z i e r t e  P h o s p h o l ip a s e  

b -E n d o to x in ,  T ox in  d e s  k r i s t a l l i n e n  P a r a s p o r a l k o r p e r s

D as  & -E n d o to x in  z e ic h n e t  s i c h  d u r c h  s e in e  s p e z i f i s c h e  W irk u n g  g eg en  

L e p id o p te r e n  a u s  und s c h e in t  k e in e  W irkung  auf a n d e r e  O r g a n i s m e n  zu 

h ab en .  D as  W i r k u n g s s p e k t r u m  i s t  von B U R G ER JO N  und M A R T O U R E T  

(1971) b e s c h r i e b e n  w o rd e n .  K i i r z l i c h  w u rd e  je d o c h  au ch  e ine  a n t i t u m o r a l e  

W irk un g  d e s  £ -E n d o to x in s  b eh a u p te t  (PRASAD und  SHETHNA, 1974).

B. t h u r i n g i e n s i s  i s t  m i t  B. c e r e u s  nah e  v e rw a n d t  (KRIEG, 1968). E in ig e  

S ta m m e  von B. th u r in g i e n s i s  und B. c e r e u s  h a b e n  g e m e i n s a m e  S p o re n -  

an t ig en e ,  und z u d e m  i s t  e in  P h a g e  b ek an n t ,  d e r  z w is c h e n  d i e s e n  b e id e n  

O r g a n i s m e n  k r e u z r e a g i e r t  (NORRIS, 1961). D e r  a u g e n fa l l ig s te  U n te r s c h ie d  

z w isc h e n  den  b e id en  O r g a n i s m e n  i s t  d e r  be i  B. t h u r in g i e n s i s  w a h re n d  d e r  

S p o ru la t io n  n eb en  d e r  E n d o s p o r e  g e b i ld e te  P a r a s p o r a l k o r p e r .  D i e s e r  P a r a -  

s p o r a l k o r p e r  w u rd e  z u e r s t  von B E R L IN E R  (1915) und s p a t e r  von HANNAY 

(1953) en td ec k t .  E r  b e s i t z t  d ie  F o r m  e in e s  r h o m b o e d r i s c h e n  K r i s t a l l s  

(HANNAY, 1956) und b e s t e h t  zu m  g r o s s t e n  T e i l ,  w enn  n ich t  v o l l s t a n d ig ,  

au s  P r o t e in e n  (HANNAY und F I T Z - J A M E S ,  1955; H OLM ES und MONRO, 

1965). ANGUS (1954 und 1956) d e m o n s t r i e r t e  d en  d i r e k t e n  Z u s a m m e n h a n g  

z w isc h e n  d e m  P r o t e i n k r i s t a l l  und d e r  in s e k te n p a th o g e n e n  W irku ng .  Die
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S y n th ese  d e s  P r o t e i n k r i s t a l l s  e r f o lg t  g le i c h z e i t ig  m i t  d e r  S p o ren b i ld u n g  

und s c h e in t  m i t  d i e s e r  g e k o p p e l t  zu s e in  (YOUNG und F IT Z -J A M E S ,  1959).

B ei s u b o p t im a le n  T e m p e r a t u r e n  (z. B. 12° C, S M IR N O F F , 1963) sow ie  

n ach  Z ugabe  e i n e r  b e s t im m t e n  M enge E r y th r o m y c i n  (ARESCALDINO, 1969) 

w e rd e n  wohl P a r a s p o r a l k o r p e r ,  a b e r  k e in e  in ta k te n  S p o re n  g e b i ld e t .  

A u s s e r d e m  s in d  M u tan ten  bekann t ,  d ie  K r i s t a l l e  b ilden ,  ohne den  S p o ru la -  

t io n s z y k lu s  v o l l s t a n d ig  zu d u rc h la u fe n  (RIBIER und L E C A D E T , 1973; 

S O M E R V IL L E, 1971; L U E T H Y  und ANKWANDA, unpubl.  ).

Die B ildung d e s  P r o t e i n k r i s t a l l s  b eg in n t  z w isc h e n  den  S p o ru la t i o n s s t a d ie n  

(d e f in ie r t  von M U R R E L L , 1967) II und III (L E C A D E T  und D EDONDER,

1971; RIBIER und L E C A D E T , 1973). D e r  K r i s t a l l  w ird  zu m  g r o s s t e n  T e i l  

"de  novo" au s  A m in o s a u r e n  s y n t h e t i s i e r t ,  d ie  b e im  Abbau von i n t r a c e l l u l a r e n  

P r o t e in e n  w a h re n d  d e s  " p r o te in  t u r n o v e r "  d e r  e r s t e n  S p o ru la t i o n s p h a s e n  

e n ts te h e n  (MONRO, 1961 a + b).

Die S t r u k tu r  d e s  P a r a s p o r a l k o r p e r s  w u rd e  im  E le k t r o n e n m i k r o s k o p  von 

LABAW  (1964), NORRIS und WATSON (1960), NORRIS (1969 und 1971) sow ie  

von HOLM ES und MONRO (1965) d u rc h  R o n tg e n d i f f ra k t io n  e in g ehe nd  u n te r -  

su c h t .  Die k r i s t a l l i n e  N a tu r  i s t  von a l i e n  b e s t a t i g t  und s c h l i e s s l i c h  e ine  

E in h e i t s z e l l e  von  47 A x 120 A b e s t i m m t  w o rd e n .  D e r  K r i s t a l l  l i e g t  m i t  d e r  

S p o re  z u s a m m e n  in n e r h a lb  d e s  S p o ra n g iu m s ,  a b e r  a u s s e r h a l b  d e s  E x o sp o -  

r i u m s .  N u r  b e i  B. f i n i t im u s , a l s  e in z i g e r  A u sn a h m e ,  l i e g t  d e r  K r i s t a l l  

in n e r h a lb  d e s  E x o s p o r iu m s  (NORRIS, 1970; S O M E R V IL L E  et a l . , 1971).

DE LA F IE L D  e t  a l .  (1968) und SO M E R V IL L E  et a l .  (1968 und 1970) z e ig ten  

e ine  b io c h e m is c h e  und im m u n o lo g i s c h e  B ez ieh un g  z w isc h e n  K r i s t a l l p r o t e i n e n  

und e i n e r  P r o t e in f r a k t i o n ,  d ie  m i t  k r i s t a l l o s e n d e n  R e a g e n z ie n  au s  S p o re n  

e x t r a h i e r t  w e r d e n  ko nn te .  D ie s e  R e s u l t a te  w u rd e n  von L E C A D E T  und 

D EDONDER (1971) und L E C A D E T  et a l .  (1972) b e s t a t i g t .  K u r z l i c h  ge lang  

e s  SHORT e t  a l .  (1974), K r i s t a l l a n t i g e n e  in  d e r  S p o renw and  und im  E xo- 

s p o r iu m  n a c h z u w e is e n .  M it  k r i s t a l l o s e n d e n  R e a g e n z ie n  konn te  In s e k te n to x in  

au s  d e n  S p o re n  von B. th u r in g i e n s i s  und B. c e r e u s  e x t r a h i e r t  w e rd e n  

(SO M E R V IL L E  und P O C K E T T ,  1975).



D iin nschn it te  d u r c h  s p o r u l i e r e n d e  Z e l l e n  von B. th u r in g i e n s i s  z e ig te n ,  d a s s  

d e r  noch n ic h t  v o l l s t a n d ig  s y n t h e t i s i e r t e  K r i s t a l l  a m  E x o s p o r i u m  a n g e la g e r t  

i s t  (SO M E R V IL L E  und JA M E S , 1970; S O M E R V IL L E , 1971). Auch in  k r i s t a l l -  

b i ld en d e n  s p o r e n n e g a t iv e n  M u ta n ten  w ird  d a s  E x o s p o r i u m  a u s g e b i ld e t .  E s  

b le ib t  w a h re n d  d e r  g an z e n  K r i s t a l l s y n t h e s e  a m  K r i s t a l l  a n g e la g e r t  und w ird  

s c h l i e s s l i c h  l y s i e r t  (S O M E R V IL L E , u n p u b l . ). U e b e r  d ie  F u n k t io n  d e s  E x o -  

s p o r iu m s ,  d a s  w a h re n d  d e r  S p o ru la t io n  in n e r h a lb  d e r  B a k te r i e n z e l l e  g e b i ld e t  

w ird  (HANNAY, 1956; C HAPM AN, 1956; NORRIS und WATSON, 1960) und 

b e i  B. c e r e u s  e in en  k r i s t a l l i n e n  Aufbau d e r  B a s a l m e m b r a n  a u fw e is t  

(G ERH AR D T und RIBI, 1964), i s t  s e h r  w enig  be k a n n t .

W ah re n d  d e r  S p o ru la t io n  w u rd e n  k e in e  l o s l i c h e n  A n tig en e  ge fun den  (MONRO, 

1961 a); NORRIS, 1969), und d ie  A u fnah m e  r a d i o a k t i v e r  A m in o s a u r e n  in  

d ie  K r i s t a l l e  e r f o lg te  g le i c h z e i t ig  m i t  d e r  B ildung von  K r i s t a l l a n t i g e n e n  

(S O M E R V IL L E , 1971). ARONSON (1965) fand in  s p o r u l i e r e n d e n  Z e l l e n  

e ine  m e m b ra n g e b u n d e n e  RNS- F r a k t io n .  E r  n a h m  an, d a s s  e s  s i c h  um  

e in en  s t a b i l e n  M e s s e n g e r  f u r  d ie  S y n th e se  d e r  S p o re n h u l le  h a n d e l t .  D ie s e  

B e o b ac h tu n g e n  l a s s e n  v e r m u te n ,  d a s s  d a s  E x o s p o r i u m  a l s  B a s i s  f u r  d ie  

Z u s a m m e n la g e r u n g  d e r  P r o t e in e i n h e i t e n  zum  K r i s t a l l  d ien t  und m o g l i c h e r -  

w e is e  au ch  fu r  d ie  S y n th e se  d e s  K r i s t a l l s  und d e r  S p o re n h u l le  v e r a n t w o r t l i c h  

i s t .

In d e r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  w u rd e  d a s  E x o s p o r i u m  i s o l i e r t  so w ie  c h a r a k t e r i -  

s i e r t ,  f e r n e r  s e in e  Z u s a m m e n s e t z u n g  und v o r  a l l e m  d ie  B ez ieh u n g  zum  

K r i s t a l l  und d e m  E n do to x in  g e p ru f t .
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2 M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N

2. 1 O rg a n i s m e n

A ls  A u s g a n g s s t a m m  d ie n te  B a c i l lu s  th u r in g i e n s i s  v a r .  to lw o r th i  S e ro ty p  9 

(S -9).  D u rc h  d i r e k t e  S e lek t io n  w u rd e  e in  S t r e p t o m y c i n - r e s i s t e n t e r  S ta m m  

e r h a l t e n  (SO M E R V IL L E , 1971) und davon d u rc h  B e hand lung  m i t  N - m e th y l -  

N '- n i t r o - N - n i t r o s o g u a n i d i n  e in  a k r i s t a l l o g e n e r  S ta m m  m i t  k o n v en t io n e l len  

M etho den  i s o l i e r t .  D ie se  M u tan te  w ird  im  W e i t e r e n  a l s  B a c i l lu s  t h u r in g i e n s i s  

HB 9-1 b e z e i c h n e t .  B e id e  S ta m m e  w u rd e n  f r e u n d l i c h e r w e i s e  von H. S o m e r ­

v i l le ,  Shell  R e s e a r c h ,  S i t t in g b o u rn e ,  E n g land ,  z u r  V erfugung  g e s t e l l t .  D ie  

S t a m m e  w u rd e n  a l s  S p o re n  auf S c h r a g a g a r  (N a h r a g a r  Oxoid) b e i  4°  C auf- 

b e w a h r t .

2. 2 N a h r m e d i e n  und Z u ch tu n g sb ed in g u n g e n

A lle  M e d ien  w u rd e n  m i t  e n t i o n i s i e r t e m  W a s s e r  h e r g e s t e l l t  und im  A utok lav en  

w a h re n d  20 M in u ten  be i  120° C s t e r i l i s i e r t .  Z u r  G ewinnung d e s  S p o r e n m a te r i a l s  

w u rd e  in  d e r  R e g e l  Oxoid N a h r a g a r  (28 g /1 0 0 0  m l)  m i t  d en  Z u s a t z e n  von

10 m l  8% igem C a lc iu m c h lo r id  und 10 m l  5% igem M an g a n c h lo r id  (M nC l^ '  411^0) 

p ro  L i t e r  v e rw e n d e t ,  w obei d ie  Z u s a t z e  s e p a r a t  s t e r i l i s i e r t  und e r s t  nach  

d e m  A bkuhlen  auf  50° C z u g eg eb en  w u rd e n .  D ann w u rd e  d a s  M ed iu m  in 

P e t r i s c h a l e n  o d e r  A g a r f l a s c h e n  g e g o s s e n .

In e in z e ln e n ,  s p e z i e l l  e rw a h n te n  F a l l e n ,  w u rd e  d a s  V o l lm e d iu m  n a c h  YOUSTEN 

und R O G O F F  (1969) jed o ch  m i t  0, 3 % G lu c o se  (R o g off -M ed ium ) v e rw e n d e t .

D abei w u rd e  in  E r l e n m e y e r k o l b e n  auf e i n e r  r o t i e r e n d e n  S c h u t t e lm a s c h ie n e  

g ez i ich te t .

32Z u r  H e r s t e l l u n g  von  P  m a r k i e r t e n  S p o re n  w u rd e n  zu 200 m l  O xoid  N a h r -  
32a g a r  0, 2 m l  P  m a r k i e r t e s  O r th o p h o s p h a t  (2 m C i)  zu geg eb en ,  z u s a m m e n  

a u to k l a v ie r t  und v o r  d e m  G ie s s e n  in  P e t r i s c h a l e n  C a lc i u m c h l o r id  und M an ­

g a n c h lo r id  w ie  oben  e rw a h n t ,  b e ig e fu g t .
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F u r  d a s  S tud ium  von  S p o ru l a t i o n s v o rg a n g e n  (A n tigenb ildung ,  E in b a u  r a d io -  

ak t iv  m a r k i e r t e r  A m in o s a u re n )  w u rd e n  d ie  Z e l l e n  in  e in e m  2 - L i t e r  T i s c h -  

f e r m e n t e r  in  e in e m  L i t e r  M ed ium  g ez t ich te t .  D ie s e s  M ed ium  h a t t e  fo lgen de  

Z u s a m m e n s e t z u n g  (NORRIS, 1969):

D a s  pH b e t r u g  6, 1.

A p p a ra t  und M eth od e  s ind  von NORRIS und M i t a r b e i t e r n  (1970) b e s c h r i e b e n  

w o rd e n .  D as  W a c h s tu m  w u rd e  d u r c h  d ie  M e s s u n g  d e r  o p t i s c h e n  D ich te  (OD) 

b e i  660 nm  b e s t im m t .

A lle  M ed ien  w u rd e n  m i t  w a c h s e n d e n  Z e l l e n  in  d e r  s p a t e n  e x p o n e n t ie l le n  

P h a s e  au s  e i n e r  m i t  S p o re n  a n g e im p f te n  V o rk u l tu r  in  " n u t r i e n t  bro th"(O xoid) 

b e im p f t  und b e i  30° C in k u b ie r t .  Die In k u b a t io n sz e i t  im  F lu s s i g m e d i u m  b e ­

t r u g  2 -3  T a g e ,  auf N a h r a g a r  4 - 5  T a g e .

2. 3 G ewinnung  und R ein igung  d e s  S p o r e n m a t e r i a l s

Die s p o r u l i e r t e n  Z e l l e n  w u rd e n  m i t  e i s g e k u h l t e m  0, 02 M K - K - P h o s p h a t -  

p u f f e r  pH 7, 1 und 0, 01 % T r i t o n  X -10 0  von d e r  A g a r o b e r f l a c h e  w e g g e w a sc h e n ,  

z e n t r i f u g i e r t  (15 M in u ten  m i t  lO'OOO x g) und 3 x m i t  P u f f e r  g e w a s c h e n .  Die 

fo lg en d en  T r e n n s c h r i t t e  w u rd e n  a l le  m i t  e i s k a l t e n  L o su n g e n  im  K u h l r a u m  

a u sg e f t ih r t ,  u m  d a s  A u s k e im e n  d e r  S p o re n  zu v e r h i n d e r n .

L a b  L e m c o  b ro th  (Oxoid)

g/1 

3, 2

P e p to n (Difco) 4, 8

K N 0 3

N a 2S 0 4 ' 7H2 °
M n S O , • 4H nO 4 2

7, 5 

0, 16

0, 0017

0, 015 

0 , 12Z n S O . • 7H O 4 2
k h 2P ° 4 102

KOH 4, 95
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2. 3. 1 T re n n u n g  d e r  S p o re n  und K r i s t a l l e  von v e g e ta t iv e n  Z e l l e n  und 

Z e l l t r i im m e r n

Die T re n n u n g  e r f o lg te  in  d e m  von SACKS und A L D E R T O N  (1961) en tw ic k e l te n  

2 - P h a s e n s y s t e m  X.

10, 56 g P o ly a th y le n g ly c o l  4000 w u rd e n  in  30 m l  0, 02 M K - K - P h o s p h a tp u f f e r  

pH 7, 1 m i t  0, 01 % T r i t o n  X -1 0 0  a u fg e lo s t ,  33, 9 m l  3 M K - K - P h o s p h a tp u f f e r  

pH 7, 1 h inzugef i ig t  und  d a s  V o lu m en  m i t  0, 02 M P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  auf 

90 m l  e in g e s te l l t .  C a . 2 g Z e l l e n  (N assg ew ic h t )  w u rd e n  in 10 m l  0, 02 M 

P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  r e s u s p e n d i e r t  und z u s a m m e n  m i t  d e m  o b ig en  G e m is c h  

in  e in e m  S c h e id e t r i c h t e r  k r a f t ig  g e sc h t i t te l t .  Die o b e r e  P h a s e  en th a l t  d ie  

S p o re n  und K r i s t a l l e ,  d ie  u n te r e  v e g e ta t iv e  Z e l l e n ,  Z e l l t r u m m e r  und k e i-  

m e n d e  S p o re n .  Die u n te r e  P h a s e  w u rd e  e n t f e rn t  und m i t  d em  g le i c h e n  V o lu m en  

s e p a r a t  h e r g e s t e l l t e r  u n t e r e r  P h a s e  d ie  o b e r e  5 -10  x e x t r a h i e r t ,  b i s  u n te r  

d e m  M ik ro s k o p  k e in e  v e g e ta t iv e n  Z e l l e n  m e h r  s i c h t b a r  w a re n .  D ann w u rd e  

d ie  o b e r e  P h a s e  m i t  0, 02 M P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  1:2 ve rd t inn t ,  z e n t r i -  

fu g i e r t  und d e r  N ie d e r s c h la g  3 x m i t  0, 02 M P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  g e w a sc h e n .

Die S p o re n  d e r  M u tan te  HB 9-1 w u rd e n  a n s c h l i e s s e n d  noch 3 x m i t  d e s t i l -  

l i e r t e m  W a s s e r  g e w a sc h e n  und dann  g e f r i e r g e t r o c k n e t .

2. 3. 2 T re n n u n g  d e r  S p o re n  von den  K r i s t a l l e n

D ie se  T re n n u n g  w u rd e  i m  w e s e n t l i c h e n  n ach  d e r  M ethode  von D E L A F IE L D  

e t  a l .  (1968) in  e in e m  2 - P h a s e n s y s t e m  m i t  P o ly a th y le n g ly c o l  und N a t r i u m -  

d e x t r a n s u l f a t  d u rc h g e f i ih r t .

7, 3 g P o ly a th y le n g ly c o l  6000 w u rd e n  in  80 m l  0, 02 M K - K - P h o s p h a tp u f f e r  

pH 7, 1 m i t  0, 01 % T r i t o n  X -1 0 0  a u fg e lo s t  und m i t  1, 8 m l  3 M K - K - P h o s ­

p h a tp u f fe r  pH 7, 1 und 4 g N a t r i u m c h l o r id  v e r s e t z t .  D ie s e m  G e m is c h  w u rd e n  

z u e r s t  58 g e i n e r  20 %igen (G /V ) w a s s r i g e n  N a t r i u m d e x t r a n s u l f a t  500 - 

L o su n g  und a n s c h l i e s s e n d  d ie  in  20 m l  0, 02 M P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  r e s u s -
9

p e n d ie r t e n  S p o re n  und K r i s t a l l e  (ca .  10 S p o r e n / m l )  zu g eg e b en  und in  e in e m  

S c h e id e t r i c h t e r  k r a f t ig  g e s c h u t te l t .
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Die P o ly a th y le n g ly c o l -  r e i c h e  o b e r e  P h a s e  e n th a l t  a u s s c h l i e s s l i c h  S p o ren ,  

d ie  N a t r i u m d e x t r a n s u l f a t  -  r e i c h e  u n t e r e  P h a s e  n e b e n  den  P r o t e i n k r i s t a l l e n  

auch  no ch  e in e n  T e i l  d e r  S p o re n .  Die o b e r e  P h a s e  w u rd e  e n t f e r n t  und d ie  

u n te r e  m i t  d e r  g le ic h e n  M en ge  f r i s c h e r  P o ly a th y le n g ly c o l  - r e i c h e r  P h a s e  

e r n e u t  e x t r a h i e r t .  Die b e id e n  o b e r e n  P h a s e n  w u rd e n  z u s a m m e n g e g e b e n  

und z e n t r i f u g i e r t .  D as  S e d im e n t  e r g a b  d a s  S p o r e n p r a p a r a t .

U m  e in  s p o r e n f r e i e s  K r i s t a l l p r a p a r a t  zu e r h a l t e n ,  m u s s t e  d ie  u n t e r e  

P h a s e  noch  10 - 20 x m i t  d e r  P o ly a th y le n g ly c o l  - r e i c h e n  P h a s e  e x t r a h i e r t  

w e rd e n .  L e t z t e r e  w u rd e  j e w e i l s  d u rc h  A b z e n t r i f u g i e r e n  d e r  S p o re n  g e r e i -  

n ig t  und e r n e u t  v e rw e n d e t .

D ie  S p o re n -  und K r i s t a l l p r a p a r a t e  w u rd e n  noch  3 x m i t  0, 02 M P h o s p h a t -  

p u f f e r  - T r i t o n  und 3 x m i t  d e s t .  W a s s e r  g e w a s c h e n .  Die K r i s t a l l e  w u rd e n  

a l s  S u sp e n s io n  in  d e s t .  W a s s e r  b e i  4°  C a u fb e w a h r t ;  d ie  S p o re n  g e f r i e r g e -  

t r o c k n e t  und im  E x s ik k a t o r  i ib e r  S i l ik a g e l  u n t e r  V a ku um  a u fb e w a h r t .

2 . 4  I s o l i e r u n g  d e s  E x o s p o r i u m s

100 m g (T ro c k e n g e w ic h t )  g e r e i n ig t e  k r i s t a l l f r e i e  S p o re n  w u rd e n  in  10 m l  

e i s k a l t e m  0, 02 M P h o s p h a tp u f f e r  pH 7, 1 m i t  0, 01 % T r i t o n  X -  100 r e s u s -  

p e n d ie r t  und w a h re n d  1 - m a x .  2 S tunden  m i t  e i n e r  MSE (M e a s u r in g  and 

S c ie n t i f ic  E q u ip m e n t ,  London) U l t r a s c h a l l s o n d e  m i t  e i n e r  A m p l i tu d e  von  

8 fi b e s c h a l l t .  D azu  b r a c h t e  m a n  d ie  S u s p e n s io n  in  e in e  Z e l l e  a u s  r o s t f r e i e m  

S tah l  m i t  K i ih lm a n te l ,  a n a lo g  d e r  von d e r  H e r s t e l l e r f i r m a  MSE e r h a l t l i c h e n  

G la s z e l l e .  W a h re n d  d e r  U l t r a s c h a l lb e h a n d lu n g  w u rd e  m i t  H ilfe  e in e s  T h e r m o -  

z i r k u l a t o r s  (C h u rc h i l l ,  E n g land )  und A e th y le n g ly c o l  a l s  K i ih l f lu s s ig k e i t  d ie  

T e m p e r a t u r  d e r  S u s p e n s io n  auf 0°  C k o n s t a n t  g e h a l t e n .  Die W i r k s a m k e i t  

d e r  U l t r a s c h a l lb e h a n d lu n g  t ib e rp r i i f te  m a n  im  P h a s e n k o n t r a s t m i k r o s k o p .

Die S p o re n  w u rd e n  b e i  4 °  C w a h re n d  10 M inu ten  m i t  2 '800  x g in  e i n e r  

"H igh S peed  25" (MSE) z e n t r i f u g i e r t ,  d a s  S e d im e n t  " low  s p e e d  p e l l e t "  (LSP) 

m i t  0, 02 M P h o s p h a tp u f f e r  - T r i t o n  r e s u s p e n d i e r t  und e r n e u t  w a h re n d  

20 M in u ten  m i t  1 '200  x g z e n t r i f u g ie r t .  Die b e id e n  U e b e r s t a n d e  m i t  d en  

M e m b r a n f r a g m e n t e n  w u rd e n  z u s a m m e n g e g e b e n  und w a h re n d  e i n e r  Stunde
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m it  150 '000 x g in  e in e r  "S u p e r s p e e d  50" (MSE) z e n t r i f u g ie r t .  D e r  N ie d e r -  

s c h la g  w ird  a l s  "h igh sp e e d  p e l l e t "  (HSP) und d e r  U e b e r s t a n d  a l s  "h igh  

sp eed  s u p e r n a t a n t "  (HSS) b e z e i c h n e t .  D e r  N ie d e r s c h la g  (HSP) von 100 m g  

S p o re n  w u rd e  in  1 m l  0, 02 M P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  r e s u s p e n d i e r t ,  w ah- 

r e n d  e in ig e n  Sekunden  m i t  U l t r a s c h a l l  h o m o g e n i s i e r t  und je  0, 2 m l  auf 

18 m l  e in e s  l i n e a r e n  C a s iu m c h lo r id - G r a d i e n t e n  von 10 - 50 % (G /G ) auf- 

g e t r a g e n .  D i e s e r  w u rd e  in  e in e m  3 x 20 m l  " sw ing  o u t"  R o to r  in  d e r  U l t r a -  

z e n t r i f u g e  MSE " S u p e r s p e e d  50" w ah re n d  16 S tunden  m i t  50 '000  x g bei 

4°  C z u m  G le ich g e w ich t  z e n t r i f u g i e r t .

Die G ra d ie n te n  w u rd e n  in  e in e m  "ISCO D e n s i ty  G ra d ie n t  F r a c t i o n a t o r " ,  

M od e l l  640 ( I n s t r u m e n ta t io n  S p e c ia l i t i e s  Co. L in co ln ,  N e b ra s k a )  in  P r o b e n  

a  1 ,2  m l  a u fg e t r e n n t  und im  D u rc h la u f v e r f a h r e n  d ie  A b s o rp t io n  bei 280 nm  

g e m e s s e n  und m i t  e in e m  S c h r e i b e r  a u fg e z e ic h n e t .

Die F r a k t io n e n  m i t  den  M e m b r a n f r a g m e n t e n  w u rd e n  m i t  P h o s p h a tp u f f e r -  

T r i t o n  ca .  1 : 2 v erd t inn t ,  w a h re n d  1 Stunde m i t  180 '000  x g z e n t r i f u g ie r t  

und a n s c h l i e s s e n d  noch 3 x m i t  P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  g e w a s c h e n .  Auch 

h i e r  w u rd en  d ie  P r o b e n  m i t  e in ig e n  S ekunden  U l t r a s c h a l l  h o m o g e n i s i e r t .

Die F r a k t io n e n  w u rd e n  s c h l i e s s l i c h  in  P h o s p h a t p u f f e r - T r i t o n  r e s u s p e n d i e r t  

( 1 - 2  m g  P r o t e in / m l ) u n d  bei  - 2 0 °  C a u fb e w a h r t .  Wo P h o s p h o r b e s t im m u n g e n  

d u rc h g e f i ih r t  w e rd e n  m u s s t e n ,  w u rd en  d ie  M e m b r a n f r a k t io n e n  s i n n g e m a s s  

m i t  d e s t .  W a s s e r  g ew asch en .

2. 5 D ic h te b e s t im m u n g  im  C a s iu m c h lo r id - G r a d i e n t e n

M it H ilfe  e in e s  A BBE "60"  R e f r a k t o m e t e r s  T yp  S ta n d a rd  (B e l l in g h a m  und 

S ta n le y  L td .  , London) w u rd e  d e r  B re c h u n g s in d e x  d e r  P r o b e n  bei 25°  C 

b e s t i m m t  und d ie  e n t s p re c h e n d e  D ich te  im  "H andbook of B io c h e m is t r y "  

a b g e le s e n .
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2 .6  B e s t im m u n g  d e r  T o x in a k t iv i ta t

Die T o x iz i ta t  d e r  P r a p a r a t e  b e s t i m m t e  m a n  a l s  F r a s s h e m m u n g  bei P i e r i s  

b r a s s i c a e  L a r v e n ,  m i t  d e r  von S O M E R V IL L E  und P O C K E T T  (1975) m o d i-  

f i z i e r t e n  M ethode  nach  COOKSEY (1968).

B la t t ro n d e l l e n  (4 c m  D u r c h m e s s e r )  w u rd en  a u s  g la t te n  K o h lb la t te r n  

( B r a s s i c a  o l e r a c e a )  h e r a u s g e s t a n z t .  Mit 0, 02 % ig e r  w a s s r i g e r  T r i t o n  X -100  

L o su n g  w u rd e  e in e  V e rd i in n u n g s re ih e  d e r  zu p r i i fen d e n  P r o b e  h e r g e s t e l l t .  

P r o  V erd tinnung  w u rd e n  je  2 R o n d e l len  b e id s e i t ig  b e n e tz t ,  an  d e r  L u f t  ge-  

t r o c k n e t  und z u s a m m e n  m i t  je  4 L a r v e n  d e s  3. L a r v e n s t a d i u m s  in  k le in en  

P e t r i s c h a l e n  (5 cm  D u r c h m e s s e r )  in  e in e m  b e le u c h te te n  R au m  bei 25° C 

in k u b ie r t .  A ls  K o n t ro l le  d ie n te n  R o n d e llen ,  d ie  n u r  m i t  0, 02 % ig e r  T r i t o n  

X -1 00  - L o s u n g  b e n e tz t  w o rd e n  w a re n .  N ach  1 - 2  T ag en ,  d .h .  so b a ld  die 

K o n t ro l l ro n d e l l e n  a u f g e f r e s s e n  w a re n ,  w u rd e  d ie  M enge  d e s  i ib r ig g e b l i e -  

b enen  K o h lb la t te s  d i r e k t  m i t  e in e m  fu r  d ie s e n  Z w eck  in  d e r  L a b o r a t o r i u m s -  

w e r k s t a t t  ( S h e l l )  e n tw ic k e l te n  P h o to m e te r  b e s t im m t .

E in e  V e rd i in n u n g s re ih e  d e s  B a c i l lu s  th u r in g i e n s i s  P r a p a r a t e s  E 61 d ie n te  

a l s  S ta n d a rd  und w u rd e  bei  a l i e n  T o x in te s te n  p a r a l l e l  m i tg e p r i i f t .  1 m g 

d ie s e s  S t a n d a r d p r a p a r a t e s  en th a l t  1000 to x i s c h e  E in h e i te n .  Die  R e s u l t a te  

w u rd e n  a l s  to x i s c h e  E in h e i te n  p ro  m g  P r o t e i n  n ach  fo lg e n d e r  F o r m e l  b e -  

r e c h n e t :

LC j_q von E  61 x 1000
to x i s c h e  E i n h e i t e n / m g  = -----------------------------------

L c r . d e r  P r o b e

LCj.q i s t  d ie je n ig e  P r o t e in k o n z e n t r a t i o n  e i n e r  L o su n g  (jag/ml), d ie  50 % 

F r a s s h e m m u n g  b e w irk t .  D ie s e  K o n z e n t ra t io n  ( L c ^ )  w u rd e  g ra p h i s c h ,  

d u rc h  A u fze ic h n en  d e s  L o g a r i t h m u s  d e r  P r o t e in k o n z e n t r a t i o n  g eg en  die 

e n t s p r e c h e n d e  F r a s s h e m m u n g ,  b e s t im m t .

In F i g u r  1 i s t  e in  s o l c h e r  T o x in t e s t  g e z e ig t .
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F i g u r  1 T o x in te s t  e in e s  E x o s p o r i u m e x t r a k t e s

Die M e m b ra n f r a k t io n  F ^  w u rd e  m i t  E l l i s p u f f e r  w a h re n d  2 S tunden 

b e i  37° C e x t r a h i e r t ,  a n s c h l i e s s e n d  z e n t r i f u g i e r t  und d ie  T ox in -  

w irk u n g  im  U e b e r s t a n d  (280 y  P r o t e i n / m l )  be i  den  V erd tinnungen  

1 : 2 x , II : 10 x , III : 50 x , IV : 250 x und V : 1250 x b e s t im m t .
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2. 7 B e s t im m u n g  d e s  P r o t e in g e h a l t e s

D e r  P r o t e in g e h a l t  w u rd e  n a c h  d e r  M ethode  von  LOW RY e t a l .  (1951) b e -  

a t i m m t  und zu j e d e r  B e s t im m u n g  e in e  E ic h k u r v e  m i t  R i n d e r s e r u m a lb u m i n  

h e r g e s t e l l t .

Die B e s t im m u n g  d e s  P r o t e i n g e h a l t e s  in  d e n  M e m b r a n f r a k t i o n e n  e r f o lg te  

n a c h  15 m in u t ig e m  K o ch en  in  L o w r y  R e a g e n s  D (4 m l  D /  m l  P r o b e ;

D = 50 m l  2 % N a2c ° 3  in  °- 1 N NaOH + 1 m l  0, 5 %  C u S 0 4 • 5 H^O in  d e s t .  

W a s s e r  + 1 m l  1 % K a l i u m t a r t r a t  in  d e s t .  W a s s e r ) .

P r o b e n  in  E l l i s p u f f e r ,  H a r n s t o f f -  M e r c a p to a th a n o l  e tc .  w u rd en  v o r  d e r  

P r o t e in b e s t im m u n g  g e g e n  0 ,0 1 5  M N aHCO^ d i a l y s i e r t .

2 .8  B e s t im m u n g  d e s  T ro c k e n g e w ic h te s

0, 5 m l  d e r  M e m b r a n f r a k t io n e n  (ca .  200 - 500 ug P r o t e in )  w u rd e n  in  v o r -  

g e t r o c k n e te n  t a r i e r t e n  A lu fo l ie n b e c h e r n  im  T r o c k e n s c h r a n k  bei 110°  C 

g e t r o c k n e t  und in  18 S tunden  I n t e r v a l l e n  b is  z u r  G e w ic h ts k o n s ta n z  gew ogen .

2 .9  E x t r a k t i o n s m i t t e l

Mit d en  fo lg en d e n  L o s u n g s m i t t e l n  w u rd e  v e r s u c h t ,  P r o t e i n e  aus  d en  K r i -  

s t a l l e n ,  d en  S p o re n  und d en  M e m b r a n f r a k t io n e n  h e r a u s z u l o s e n .  D ab e i  w u rd e  

e ine  P r o t e in k o n z e n t r a t i o n  von ca .  0, 5 m g / m l  L o s u n g s m i t t e l  a n g e s t r e b t .  

U n lo s l ic h e  B e s ta n d te i l e  e n t f e rn t e  m a n  d u rc h  Z e n t r i fu g a t io n  (20 M inu ten  

m i t  40 '0 00  x g).

2 . 9 . 1  U n iv e r s a l  - P u f f e r  n a ch  E L L IS

D e r  U n iv e r s a lp u f f e r  n a c h  E L L IS  (1961) w u rd e  l e i c h t  m o d i f i z i e r t  und e n t-

h i e l t ; 0, 05 M N a^C O ^ ; 0, 05 M 2 - A m ino  - 2 - m e th y l  - 1 , 3 -  p r o p a n d i o l ;

0, 05 M C i t r o n e n s a u r e ; 0, 05 M N a H „ P O ,  . D azu  w u rd e  k u r z  v o r  G e b ra u c h2 4
3, 4 m l  2 -  M e r c a p to a th a n o l  /  I (50 mM ) zu gefug t  und  m i t  1 N NaOH d a s  pH 

auf 10, 3 e in g e s te l l t .  In  d i e s e m  P u f f e r  w u rd e n  d ie  P r o b e n  w a h re n d  2 S tun­

den  b e i  37° C in k u b ie r t .
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2 . 9 . 2  M is c h k o m b in a t io n e n  von H a rn s to f f ,  M e r c a p to a th a n o l ,  Na t r i u m d e x t -  

r a n s u l f a t  und N a t ro n la u g e

Die P r o b e n  w u rd e n  in  den  fo lg end en  R e a g e n z ie n k o m b in a t io n e n  w a h re n d

a) 2 S tunden b e i  37° C, b) 20 M inu ten  be i  100° C in k u b ie r t ,  a n s c h l i e s s e n d  

w a h ren d  20 M inu ten  m i t  20 '000 x g z e n t r i f u g i e r t  und g eg en  0, 015 m  NaHCO^ 

d i a l y s i e r t .  P r o b e n ,  d ie  s p a t e r  m i t t e l s  E l e k t r o p h o r e s e  a u fg e t r e n n t  w u rden ,  

d i a l y s i e r t e  m a n  d i r e k t  g e g e n  d a s  L o s u n g s m i t t e l  f u r  E l e k t r o p h o r e s e  (2. 10).

I 8 M H a rn s to f f  - 1 % (G/V) 2 - M e r c a p to a th a n o l ,  pH 8, 8 (SO M ER V ILLE 

et  a l . , 1970)

II 8 M H a rn s to f f  - 1 % (G/V) 2 - M e r c a p to a th a n o l  - 1 , 5 %  (G /V ) N a t r i u m -  

d e x t r a n s u l f a t  (SDS) pH 8, 8 (SO M E R V IL L E  et al.  , 1970).

In I und II w u rd e  d a s  pH m i t  1 N NaOH auf pH 8, 8 e in g e s te l l t .

III 3, 3 % (G /V ) 2 -M e rc a p to a th a n o l  + 0, 3 % SDS in 0 ,0 3  M N a - N a - P h o s p h a t ­

p u f fe r  pH 7 ,0  (= L o s u n g s m i t t e l  fu r  E le k t r o p h o r e s e ,  vg l.  2. 10)

IV 0, 1 N NaOH

V 1 % (G/V) 2 -M e rc a p to a th a n o l  + 1 , 5 %  SDS in 0, 1 N NaOH

2. 9. 3 C le la n d s  R e a g e n s

Die P r o b e n  w u rd e n  in  50 ju M /m l D i th io th r e i to l  (C le lan d s  R e a g e n s ;  D TT) 

in  e i n e r  1 %igen S D S -L osun g ,  pH 10, 5, e in g e s t e l l t  m i t  1 N NaOH, w a h re n d

20 M inu ten  im  W a s s e r b a d  g eko ch t .  (ARONSON und F IT Z  - JA M E S , 1968;

C L E L A N D , 1964).

2 . 9 . 4  G ly c e r in  - N a t r i u m d e x t r a n s u l f a t  - M e r c a p to a th a n o l

Die M e m b ra n f r a k t io n e n  in k u b ie r t e  m a n  in  0, 0625 M T r i s - ( h y d r o x y m e t h y l ) -  

a m i n o m e t h a n - ( t r i s ) - H y d r o c h l o r i d - P u f f e r  pH 6, 8 m i t  2 % SDS, 5 % M e r ­

cap to a th an o l ,  10 % G l y c e r i n  und 0, 001 % B ro m p h e n o lb la u  w a h re n d  15 Min. 

be i  100° C (LA EM M L I, 1970). B ro m p h e n o lb la u  w u rd e  n u r  b e ig e g e b e n ,  wenn 

a n s c h l i e s s e n d  d e r  E x t r a k t  m i t t e l s  E le k t r o p h o r e s e  a u fg e t r e n n t  w u rd e .
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2 . 9 . 5  P h e n o l  - E s s i g s a u r e  - W a s s e r

Die E x t r a k t io n  e r f o lg te  nach  d e r  M ethode  von BEAMAN et  a l .  (1971) m i t  

e in e m  P h e n o l - E s s i g s a u r e - W a s s e r - G e m i s c h  ( 2 : 2 :  0 ,5  ; G : V : V) w a h ­

re n d  1 Stunde be i  37° C. Die u n lo s l i c h e n  B e s ta n d te i l e  w u rd e n  d u rc h  Z e n t r i -  

f u g i e r e n  a b g e t r e n n t  und d e r  U e b e r s t a n d  a n s c h l i e s s e n d  b e i  4 °  C g e g e n  

0, 018 M N a H C O s d i a l y s i e r t .

2 . 9 . 6  B u tano l

A nalog  d e r  M eth o d e  von MADDY et a l .  (1972) w u rd e n  d ie  P r o b e n  in  e i s g e -  

k u h l te m  2, 5 m M  P h o s p h a tp u f f e r  pH 8, 0 m i t  0, 5 m M  E D T A  (A e th y le n d ia m in -  

t e t r a e s s i g s a u r e )  r e s u s p e n d i e r t  und m i t  0, 75 f a c h e m  V o lu m en  e is g e k i ih l te m  

n -B u ta n o l  g e sc h i i t te l t .  N ach  20 m in i i t ig e r  Inkub a t io n  auf E i s  t r e n n t e  m a n  

die  b e id e n  P h a s e n  d u rc h  Z e n t r i fu g a t io n  (5 M inu ten  be i  22 '000  x g). Die 

u n te r e ,  w a s s r i g e  P h a s e  w u rd e  z u r  E n t fe rn u n g  d e s  r e s t l i c h e n  B u ta n o ls  

geg en  E i s  e n th a l te n d e n ,  v e rd t in n ten  E D T A -P h o s p h a tp u f f e r  d i a l y s i e r t .

2. 9. 7 P h en o l

0, 6 m l  w a s s r i g e  M e m b r a n s u s p e n s io n  w u rd e  m i t  0, 6 g P h e n o l  w a h re n d  15 

M inu ten  be i  68°  C in k u b ie r t  und a n s c h l i e s s e n d ,  z u r  T re n n u n g  d e r  b e id en  

P h a s e n ,  w a h re n d  5 M in u ten  m i t  22 '000  x g z e n t r i f u g i e r t  (MADDY e t a l . , 

1972). Die o b e r e ,  w a s s r i g e  P h a s e  d i a l y s i e r t e  m a n  g eg en  0, 015 M NaHCO^, 

b is  a l l e s  P h e n o l  e n t f e rn t  w a r .

2. 9. 8 E x t r a k t io n  n ach  H y d ro ly s e  m i t  D a r m s a f t  von  P i e r i s  b r a s s i c a e

D a r m s a f t  w u rd e  d u rc h  E le k t ro s c h o c k b e h a n d lu n g  von  L a r v e n  d e s  5. L a r v e n -  

s t a d iu m s  gew onnen .

1 m l  M e m b r a n s u s p e n s io n  ( 1 , 5 -  2 m g  P r o t e i n / m l )  w u rd e  in  e ine  d o p p e l-  

w and ige  G la s z e l l e  e i n e r  A u to b u re t te  g eg e b e n  und m i t  konz. N a t ro n la u g e  

d a s  pH au f  10 e in g e s te l l t .  Die T e m p e r a t u r  d e r  G la s z e l l e  w ird  m i t  H ilfe  

e in e s  T h e r m o z i r k u l a t o r s  (C h u rc h i l l ,  E n g lan d )  a u f  30° C k o n s ta n t  g e h a l te n .  

D ann  w u rd e  d ie  P r o b e  m i t  10 jul D a r m s a f t  w a h re n d  3 S tunden  in k u b ie r t .
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Mit d e r  A u to b i i re t te  w u rd e  n a ch  B e d a r f  0, 025 N NaOH zu geg eben ,  u m  das  

pH auf 10, 0 k o n s ta n t  zu h a l t e n .  U n lo s l ic h e  B e s ta n d te i l e  e n t f e rn t e  m a n  d u rc h  

Z e n t r i fu g a t io n  (10 M in u ten  m i t  48 '0 00  x g)

2 . 9 . 9  E x t r a k t io n  n ac h  H y d ro ly s e  m i t  T r y p s i n

Die E x t r a k t io n  m i t  T r y p s i n  e r f o lg te  an a lo g  d e r j e n ig e n  m i t  D a r m s a f t  (2. 9. 8) 

in  e i n e r  A u to b i i re t te  bei pH 10, 0 und 30° C m i t  50 ^ug T r y p s i n  p ro  m g  P r o ­

te in  d e r  P r o b e .

2. 10 SDS - G el - E l e k t r o p h o r e s e

Die S D S - G e l - E le k t r o p h o r e s e  w u rd e  n a ch  e i n e r  m o d i f i z i e r t e n  M etho de  von 

SHAPIRO e t  a l .  (1967) d u rch g e f i ih r t .  D as G el en th ie l t  z u s a t z l i c h  no ch  H a r n ­

s to ff  (H E R B E R T  e t  a l . ,  1971) und s e t z t e  s i c h  wie fo lg t z u s a m m e n :

5 bezw . 7, 5 % C yanogum  41 (A c ry la m id ) ;  0, 1 % SDS; 0, 05 % N N N 'N '-  

T e t r a m e th y la th y le n d ia m in ;  4 M H a rn s to f f  (m it  A m b e r l i t  M B - 3 d e io n i s i e r t )  

und 0, 07 5 % A m m o n iu m p e r s u l f a t  in  1 L i t e r  0, 1 M N a - N a - P h o s p h a tp u f f e r  

pH 7, 0.

B e v o r  d ie  P r o b e n  auf d a s  G el  a u fg e t r a g e n  w u rd e n ,  d i a l y s i e r t e  m a n  s ie  

g eg en  0, 01 M N a - N a - P h o s p h a tp u f f e r  pH 7, 0 m i t  0, 15 M 2 - M e r c a p to a th a n o l  

und 0, 1 % SDS ( L o s u n g s m i t te l  f u r  E l e k t r o p h o r e s e ;  SHAPIRO e t  a l . , 1967), 

o d e r  fi igte e in  0, 5 f a c h e s  P r o b e v o lu m e n  3 x k o n z e n t r i e r t e r e s  L o s u n g s m i t t e l  

f i lr  E l e k to p h o r e s e  h inzu .  Dann ve rd t in n te  m a n  d ie  P r o b e n  m i t  g le i c h e m  V olu­

m e n  0, 01 % B ro m p h e n o lb la u  in  15 % ig e r  (G /V ) S a c c h a r o s e lo s u n g .  P r o  G el 

w u rd e n  m a x i m a l  200 jdl m i t  20 - 50 jag P r o t e i n  a u fg e t r a g e n .  Die  T re n n u n g  

e r f o lg te  in  e i n e r  E l e k t r o p h o r e s e a p p a r a t u r  m i t  8 R o h rc h e n  von  6 x 100 m m  

(Shandon, E ng land)  b e i  40 V (9, 4 mA p ro  R o h rc h e n )  w a h ren d  2 - 3  S tunden . 

A ls  E le k t r o p h o r e s e p u f f e r  d ien te  e in  0, 1 M N a - N a - P h o s p h a tp u f f e r  pH 7, 0 

m i t  0, 1 % SDS. N ach  d e r  T re n n u n g  w u rd e n  d ie  G e le  au s  den  R o h rc h e n  

h e r a u s g e n o m m e n ,  m i t  M e th an o l ,  W a s s e r  und E s s i g s a u r e  (50 : 40 : 10) 

w ah re n d  16 S tunden  f i x i e r t  und in  e i n e r  0, 2 5 %igen w a s s r i g e n  C o o m a s s i e -  

B r i l l i a n tb l a u - L o s u n g  w a h re n d  2 S tunden  g e fa r b t .  Die G e le  e n t f a rb t e  m an  

m i t  5 % iger  E s s i g s a u r e .
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A ls S ta n d a rd  w u rd e  b e i  j e d e r  A u f t ren n u n g  e in e  P r o b e  m i t  R i n d e r s e r u m -  

a lb u m in  m i tg e f t ih r t .  Z u r  B e s t im m u n g  d e r  M o le k u la rg e w ic h te  d ie n te n  noch

6 w e i t e r e  R e f e r e n z p r o te i n e :

C y to c h ro m  C, C h y m o t ry p s in o g e n  A, A lb u m in  a u s  H u h n e re i ,  A ld o la s e ,  

K a ta l a s e  und F e r r i t i n  (C o m b i th ek  E ic h p r o t e in e ,  B o e h r in g e r ,  M a n n h e im ) .

Die A u sw e r tu n g  d e r  G e le  e r f o lg te  m i t  e in e m  G il fo rd  240 S p e k t r o p h o to m e te r

m i t  G e l s c a n n e r  b e i  620 n m .

2 .11  E le k t r o n e n m i k r o s k o p i e

Die N e g a t iv - F a r b u n g  d e r  S p o re n  und M e m b r a n b r u c h s t i i c k e  e r f o lg te  im  

W e s e n t l i c h e n  nach  d e r  M ethode  von  NORRIS (1971), j e d o c h  m i t  1 % an 

S te l le  von 2 % P h o s p h o r w o l f r a m s a u r e  pH 7, 0 (m it  1 N NaOH e in g e s te l l t ) ,  

auf F o r m v a r  t ib e rz o g e n e n  K u p f e r g i t t e r n .

F u r  D u n n sc h n i t te  w u rd e n  d ie  P r o b e n  m i t  1 % O s m i u m t e t r o x i d  in  K e l le n -  

b e r g e r  - P u f f e r  f i x i e r t  (K E L L E N B E R G E R  e t a l . , 1958) und in  A r a ld i t  e in -  

g e b e t t e t  (L U F T , 1961). Die S ch n i t te  w u rd e n  m i t  H ilfe  e in e s  H ux ley  U l t r a ­

m i c r o t o m s  h e r g e s t e l l t  und m i t  U r a n y la c e t a t  ( g e s a t t i g te  L o su n g  in  50 % 

Alkohol)  und B l e i c i t r a t  g e f a r b t  (REYNOLDS, 1963; S O M E R V IL L E , 1971; 

S O M E R V IL L E  e t  a l . , 1971).

Die P r a p a r a t e  w u rd e n  in  e in e m  P h i l l i p s  E M  300 E l e k t r o n e n m i k r o s k o p  

u n te r s u c h t .

2. 12 M e th o d e n  z u r  s e r o lo g i s c h e n  C h a r a k t e r i s i e r u n g  von  P r o t e in e n

2. 12. 1 H e r s t e l l u n g  von A n t i s e r e n

A n t i s e r e n  w u rd e n  g egen  d ie  fo lg en d en  P r a p a r a t e  h e r g e s t e l l t :

a) S u sp e n s io n  d e r  M e m b r a n f r a k t io n  F ^ ,  i s o l i e r t  au s  S p o re n  d e r  M utan te  

HB 9-1

b) S u sp e n s io n  d e r  M e m b r a n f r a k t io n  F  , i s o l i e r t  au s  S p o re n  d e s  W ild ty ps  S-9

c) S u sp e n s io n  d e r  M e m b r a n f r a k t io n  F  , i s o l i e r t  a u s  S p o re n  d e s  W ild ty p s  S-9

d) Die M e m b r a n f r a k t io n  F  , i s o l i e r t  a u s  S p o re n  d e s  W ild ty ps  S -9 ,  w u rd e

m i t  E l l i s p u f f e r  (2. 9. 1) w a h re n d  2 S tunden  b e i  37° C in k u b ie r t  und



-  21 -

a n s c h l i e s s e n d  ge g e n  0 ,0 1 5  M NaHCOg d i a l y s i e r t .  A ls  Im m u n o g e n  v e r -  

w en de te  m a n  sow ohl  d ie  m i t  E l l i s p u f f e r  h e r a u s g e l o s t e n  a l s  au ch  d ie  un- 

lo s l i c h e n  B e s ta n d te i l e  d e r  M e m b ra n .

e) K r i s t a l l e  d e s  W ild ty ps  S-9  w u rd e n  m i t  E l l i s p u f f e r  w a h re n d  2 S tunden 

bei  37° C in k u b ie r t ,  d ie  u n lo s l i c h e n  B e s ta n d te i l e  d u r c h  Z e n t r i fu g a t io n  

a b g e t r e n n t  (20 M inu ten  m i t  50 '000  x g) und d e r  U e b e r s t a n d  geg en  

0 ,0 1 5  M N aHCOg d i a l y s i e r t .  D as Im m u n o g en  b i ld e te n  d ie  g e lo s te n  

P r o t e i n e .

f) Die aus  den  K r i s t a l l e n  i s o l i e r t e  to x i s c h e  K o m p o n en te  A (H E R B E R T  et 

a l . , 1971).

Die gew o nn enen  A n t i s e r e n  w e rd e n  i m  W e i t e r e n  w ie  fo lg t abgek ii rz t :

a) anti F 2 HB 9-1

b) an t i  S -9

c) an t i  F 2 S-9

d) an ti  F ^  S -9  e x t r .

e) an t i  C r y  S- 9

f) an t i  A

D as A n t i s e r u m  an ti  C r y  S-9  w u rd e  von  H. S o m e r v i l l e ,  d a s  A n t i s e r u m  an ti  A 

von  B. H e r b e r t  f r e u n d H c h e r w e is e  z u r  V e rfu gu ng  g e s t e l l t .

U m  g u te  A n t ik o rp e rb i ld u n g  im  K a n in c h e n  zu e r h a l t e n ,  w u rd e  d e m  Im m u n o g e n  

j e w e i l s  f r i s c h  h e r g e s t e l l t e s  " F r e u n d ' s  c o m p le te  A d ju v an t"  (WILLIAMS und 

CHASE, 1967) b e ig e m is c h t :

1 m g  d u r c h  H i tz e  a b g e to te te ,  g e f r i e r g e t r o c k n e t e  M y c o b a c te r iu m  t u b e r c u ­

l o s i s , H 37 RV w u rd e n  m i t  0, 3 m l  B ayo l O il  55 ( E s s o  P e t r o l e u m  C o. ) in  

e in e m  H o m o g e n is a to r  zu e i n e r  fe in en  S u s p e n s io n  g e m i s c h t .  Dann g ab  m a n  

0, 1 m l  A r l a c e l  A (H oneywell und Stein) und 0, 1 m l  A n tigen  (ca .  300 - 1000 

^ug P r o t e in )  h in zu  und m i s c h t e  d a s  G an z e  m i t  e i n e r  S p r i t z e  d u r c h  m e h r -  

m a l ig e s  E in z i e h e n  und A u s s t o s s e n ,  b i s  e in e  c r e m i g e  E m u l s io n  e n ts ta n d .

Von d i e s e r  E m u l s io n  w u rd e n  e in e m  w e i s s e n  N e u se e la n d  - K an in c h e n  je 

0, 25 m l  in  d ie  M usk e ln  d e r  b e id e n  h in t e r e n  B e ine ,  u n m i t t e lb a r  o b e rh a lb  

d e r  F e r s e ,  e i n g e s p r i t z t .  N ach  6 W ochen  e r f o lg te  e in e  2. In jek t ion  m i t  e in e r ,  

z u s a t z l i c h  n o ch  A lP O ^  e n th a l te n d e n  S u sp e n s io n  und z w a r  je  0, 2 m l  in  d ie  

b e id en  H in te r b e in e  und 0, 1 m l  in  e in e  O h rv e n e .  N ach  w e i t e r e n  7, 9 und 11
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T a g e n  e n tn a h m  m a n  d u r c h  e in e  O h rv e n e  j e w e i l s  c a .  30 m l  B lu t .  D as  B lu t 

w u rd e  in  e in e m  s t e r i l e n  G l a s f l a s c h c h e n  au fg e fan g en ,  w a h re n d  e i n e r  Stunde 

be i  37° C in k u b ie r t  und a n s c h l i e s s e n d  i ib e r  N a c h t  b e i  4 °  C a u fb e w a h r t .  A m  

n a c h s t e n  T a g  k onn te  d u r c h  Z e n t r i f u g i e r e n  (10 M inu ten  m i t  20 '000  x g) d a s  

k l a r e  S e r u m  g ew o nn en  w e rd e n .  Die A n t i s e r e n  w u rd e n  b e i  - 2 0 °  C a u fb e w a h r t .

2 . 1 2 . 2  D o p p e ld i f fu s io n s te s t  n a c h  O U C H T E R LO N Y  

O U C H T E R L O N Y , 1948 ; 1958; C R O W L E ,  1960 .

2 g Ion A g a r  No. 2 (Oxoid) w u rd e n  in  50 m l  d e s t .  W a s s e r  a u fg e lo s t ,  w ah ren d

5 M inu ten  im  D am p fk o ch to p f  s t e r i l i s i e r t  und a n s c h l i e s s e n d  in  e in e m  56° C 

W a s s e r b a d  abgek iih lt .  G le ic h z e i t i g  lo s te  m a n  0, 3 g NaN^ und 1, 65 g B a r ­

b i t a l -  A c e t a t -  P u f f e r  f u r  E l e k t r o p h o r e s e  (Oxoid) in  50 m l  d e s t .  W a s s e r  auf 

und e r w a r m t e  d i e s e  L o su n g  in  e in e m  56° C W a s s e r b a d .  D ann  w u rd e  d ie  

P u f f e r lo s u n g  m i t  d e m  A g a r  v e r m i s c h t  und je  6 - 7 m l  auf 5 x 5  c m  G la s -  

p la t te n  v e r t e i l t .  N ach  d e m  E r s t a r r e n  d e s  A g a r s  s t a n z t e  m a n  m i t  e in e m  

K o r k b o h r e r  6 L o c h e r  m i t  6 m m  D u r c h m e s s e r  in  g l e i c h m a s s ig e n  A b s tan d e n  

u m  e in  Z e n t r a l l o c h  m i t  7 m m  D u r c h m e s s e r  in  e in e m  A b s tan d  von  12, 5 m m  

(Z e n t r u m  zu Z e n t ru m )  und ft il l te  d i e s e  m i t  A n t i s e r u m  (unverd tinn t)  r e s p .  

A n t ig e n lo su n g e n .  A ls  A n t ig e n lo su n g e n  d ie n te n  m e i s t e n s  E l l i s e x t r a k t e  o d e r  

A n d e re  n ach  d e r  D ia ly s e  g eg en  0, 015 M NaHCO^ . D ie  so  p r a p a r i e r t e n  

P l a t t e n  w u rd e n  auf  e i n e r  m i t  W a s s e r  b e n e tz te n  F i l t e r p a p i e r r o n d e l l e  in  

P e t r i s c h a l e n  w a h re n d  1 - 2  T ag en ,  b is  d ie  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  g u t  s i c h t -  

b a r  w a re n ,  b e i  30° C in k u b ie r t .  N ach  d e r  Inku ba t io n  w u rd e n  d ie  P l a t t e n  

i ib e r  N ach t  (c a .  16 S tunden) in  p h y s io lo g i s c h e  K o c h s a lz lo s u n g  (0, 85 % N aCl)  

g e le g t  und a n s c h l i e s s e n d  3 x w a h re n d  c a .  4 - 5  S tunden  d u r c h  E in l e g e n  in  

d e s t .  W a s s e r  g e w a s c h e n .  D ann w u rd e  d e r  A g a r  m i t  e in e m  F i l t e r p a p i e r  

b e d e c k t  und b e i  37° C zu e in e m  du nnen  F i l m  e in g e t ro c k n e t .  D ie  P r a z i p i ­

t a t io n s l in ie n  f a r b t e  m a n  w a h re n d  1 M inu te  m i t  e i n e r  g e s a t t i g t e n  L 6 su n g  

von N a p h th a l in  - S c h w a rz  in  E s s i g s a u r e -  M e than o l  - W a s s e r  (10 : 50 : 40).  

D ie s e lb e  L o su n g  ohne F a r b s t o f f  d ien te  z u r  E n t f a r b u n g  d e r  P la t t e n .
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2 . 1 2 . 3  Q u a n t i t a t iv e  I m m u n o p ra z ip i t a t i o n

A ls  A n t ig e n lo su n g e n  d ie n te n  im  a l lg e m e in e n  d ie  g eg en  0, 015 M NaHCO^ 

d i a l y s i e r t e n  E l l i s e x t r a k t e  d e r  P r o b e n  ( 2 .9 .  1) und in  e in z e ln e n  s p e z i e l l  

e rw a h n te n  F a l l e n  au ch  gegen  N aHCO^ d i a l y s i e r t e  H a rn s to f f  - M e r c a p to ­

a th a n o l  - E x t r a k t e  ( 2 . 9 . 2 ;  I). Die Im m u n o p ra z ip i t a t i o n  w u rd e  in  e in e m  

T o ta lv o lu m e n  von 0, 35 m l  a u sg e f t ih r t ,  b e s te h e n d  au s  0, 1 m l  A n t i s e r u m ;

0 ,0 5  m l  0 ,8 5  % igem  N aCl;  e i n e r  R e ih e  von 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100,

200 ^ul A n tig en lo su n g  (200 - 500 jag P r o t e i n / m l ) .  A uf d a s  T o ta lv o lu m e n  

e r g a n z te  m a n  m i t  0, 015 M NaHCO^ . D ie s e s  G e m is c h  w u rd e  w a h re n d  2 

S tunden  bei 37° C in k u b ie r t ,  ge fo lg t  von 2 - 3  T ag en  bei 4°  C. N ach  d i e s e r  

Z e i t  w u rd e  d a s  g e b i ld e te  P r a z i p i t a t  a b z e n t r i f u g ie r t  (20 M inu ten  m i t  1000 x g), 

d e r  U e b e r s t a n d  m i t  e i n e r  a u s g e z o g e n e n  P a s t e u r p i p e t t e  s o r g f a l t ig  e n t f e rn t  

und a n s c h l i e s s e n d  d a s  P r a z i p i t a t  2 x m i t  p h y s i o lo g i s c h e r  K o c h s a lz lo s u n g  

g e w a sc h e n .  D as  P r o t e i n  im  S e d im e n t  b e s t im m t e  m a n  d i r e k t  n ach  d e r  M e- 

thode von LOWRY e t  a l .  (1951). D ie  M enge  g e b i ld e te s  P r a z i p i t a t ,  in  Ab- 

h a n g ig k e i t  von d e r  zu g e g e b e n e n  M enge A ntigen ,  w u rd e  g r a p h i s c h  au fg e -  

z e ic h n e t .

2. 13 E x o s p o r i u m -  und K r is ta l l a n t ig e n b i ld u n g  w a h re n d  d e r  S p o ru la t io n

Die Z e l l e n  w u rd e n  in  e in e m  T i s c h f e r m e n t e r  g e z i ic h te t  (2. 2). G le ic h  nach  

d e m  E n d e  d e s  e x p o n e n t ie l le n  W a c h s tu m s  w u rd e n  in  I n t e rv a l l e n  P r o b e n  

a 12, 5 m l  e n tn o m m e n ,  d ie  Z e l l e n  a b z e n t r i f u g ie r t  (15 M inu ten  m i t  30 '000  x g) 

und auf Eis  g e s t e l l t .  D ie  F r a k t io n i e r u n g  d i e s e r  P r o b e n  e r f o lg te  n a c h  d em  

S c h e m a  in  F i g u r  2.

Die Z e l l e n  d e r  e in z e ln e n  P r o b e n  w u rd e n  in  je  3 m l  0, 02 M K - K - P h o s p h a t ­

p u f f e r  pH 7, 0 r e s u s p e n d i e r t ,  davo n  1 m l  z u r  D ip ic o l in s a u r e b e s t im m u n g  

v e rw e n d e t  und d e r  R e s t  in  e in e m  B ra u n  H o m o g e n is a to r  (Typ 853030) m i t  

ca .  1 /3  V o lu m e n  B a l lo t in i  G la sk t ig e lc h e n  (0, 12 m m  0 )  w a h re n d  5 x 30 S e ­

kunden  a u f g e s c h lo s s e n .  D a z w isc h e n  kuh lte  m a n  d ie  P r o b e n  m i t  f e s t e m  

K ohlend io x id ,  w e lc h e s  m i t  D ru c k  d u rc h  ein  r o s t f r e i e s  S ta h l r o h r  i ib e r  d en  

P r o b e n h a l t e r  g e le i t e t  w u rd e .  Die Z e l l t r u m m e r  w u rd e n  a b z e n t r i f u g ie r t  

(20 M inu ten  m i t  48 '0 00  x g) und d e r  U e b e r s t a n d  (U e b e r s ta n d  1) m i t t e l s



F i g u r  2 F r a k t i o n i e r u n g s s c h e m a  z u r  B e s t im m u n g  d e r  A n t igen b i ld un g  

w a h re n d  d e r  S p o ru la t io n

U e b e r s t a n d

K u l tu r

z e n t r i f u g i e r t

Z e l l e n  (—«• D ip ic o l in s a u r e b e s t im m u n g )

U e b e r s t a n d  1 Z e l l t r i i m m e r

g e t e s t e t  auf:

-A n t ig e n e e x t r a h i e r t  m i t

- T o x iz i t a t E l l i s p u f f e r

z e n t r i f u g i e r t

1 1
U e b e r s t a n d  2 u n lo s l .  B r u c h s tu c k e

g e t e s t e t  auf: v e r w o r f e n

-A n t ig e n e  

- T o x iz i t a t
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D o p p e ld i f fu s io n s te s t  (2. 12. 2) und Im m u n o p ra z ip i t a t i o n  (2. 12. 3) auf  K r i s t a l l  - 

und E x o s p o r iu m a n t ig e n e  gep r i i f t  und d e s s e n  T o x in g e h a l t  m i t  d e m  B io te s t  

(2 .6 )  b e s t i m m t .  D as S e d im e n t  w u rd e  in  2 m l  E l l i s p u f f e r  pH 10, 3 ( 2 . 9 .1 )  

r e s u s p e n d i e r t ,  w a h re n d  3 S tunden  be i  37° C in k u b ie r t  und a n s c h l i e s s e n d  

d ie  u n lo s l i c h e n  B e s ta n d te i l e  a b z e n t r i f u g i e r t  (20 M in u ten  m i t  48 '000  x g).

D as S e d im e n t  w u rd e  v e r w o r f e n  und im  E l l i s e x t r a k t  (U e b e r s ta n d  2) d ie  

T o x iz i ta t  so w ie  d e r  A n te i l  an K r i s t a l l -  und E x o s p o r iu m a n t ig e n e n  b e s t im m t .

2 .1 4  M etho den  f u r  r a d io a k t iv e  E in b a u v e r s u c h e

F u r  d a s  S tu d ium  d e r  A ufnah m e  und d e s  E in b a u s  von r a d io a k t iv  m a r k i e r t e n

A m in o s a u r e n  e r f o lg te  d ie  Z uch tun g  d e r  Z e l l e n  in  e in e m  T i s c h f e r m e n t e r

(2. 2 ) .  Zu d en  a u fg e fu h r te n  Z e i t e n  w u rd e n  P r o b e n  a 52, 5 m l  s t e r i l  en tn o m -

m e n  und d av on  j e  10 m l  (P  1), 20 m l  (P  2) und 22, 5 m l  (P  3) in  s t e r i l e

100 m l  E r l e n m e y e r k o l b e n  g e b r a c h t .  Zu P  1 und P  3 w u rd e n  je  0, 1 m l  e in e r
35w a h re n d  5 M in u ten  be i  15 p s i  s t e r i l i s i e r t e n  M isch u n g  von S - C y s te in  

(10 ^uC i/m l ,  500 ^ug/ml) und ^H - L e u c in  (G) (3 0 ^u C i /m l ,  500 ^ug/ml) ge -  

geben .

P  1 i n k u b ie r t e  m a n  auf e i n e r  S c h u t t e lm a s c h in e  b e i  30° C. N ach  d e r  B il-  

dung von f r e i e n  S p o re n  w u rd e n  d i e s e  a b z e n t r i f u g ie r t ,  3 x m i t  e i s k a l t e m  

0, 02 M P h o s p h a tp u f f e r  pH 7, 1 und 0, 01 % T r i to n  X -1 0 0  g e w a sc h e n ,  in  1 m l  

d e s  g le ic h e n  P u f f e r s  r e s u s p e n d i e r t  und d ie  o p t i s c h e  D ich te  b e s t i m m t .  J e

0, 1 m l  d i e s e r  S u sp e n s io n  w u rd e n  m i t  0, 9 m l  E l l i s p u f f e r  w a h re n d  30 Min. 

be i  37° C e x t r a h i e r t ,  z e n t r i f u g i e r t  und d e r  A n te i l  an  m a r k i e r t e m  C y s  r e s p .  

L e u  i m  E x t r a k t  e r m i t t e l t .

P  2 und P  3 w u rd e n  in  e in e m  S c h t i t t e lw a s s e r b a d  b e i  30° C in k u b ie r t  und au s  

d e r  r a d io a k t iv e n  K u l tu r  P  3 nach  1, 3, 5, 7 und 10 M inu ten  P r o b e n  a 0, 5 m l  

e n tn o m m e n ,  m i t  0, 5 m l  10 % ig e r  T r i c h l o r e s s i g s a u r e  (TCA) m i t  je  100^ug /m l 

" k a l t e m "  L eu  und C ys v e r m i s c h t  und auf E is  g e s t e l l t .  Davon w u rd e n  0, 5 m l  

M i l l i p o r e - f i l t r i e r t  ( F i l t e r  HAW P 02500, HA 0 ,4 5  ja), 4 x m i t  5 % TCA m i t  

j e  100 jag/ m l  L eu  und C ys und a n s c h l i e s s e n d  2 x m i t  d e s t .  W a s s e r  g e w a s c h e n .  

Die F i l t e r p a p i e r r o n d e l l e n  w a r e n  v o r  d e m  G e b ra u c h  in  5 % TCA m i t  " k a l te m "
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L e u  und C ys  e in g e le g t  w o rd e n .  Die R o n d e l le n  t r o c k n e t e  m a n  u n t e r  e in e r  

IR - L a m p e  und b e s t im m t e  d ie  R a d io a k t iv i ta t  d e s  F i l t e r r i i c k s t a n d e s .  A us 

d ie s e n  R e s u l t a t e n  w u rd e n  d ie  A u fn a h m e r a te n  fu r  C y s te in  und L e u c in  be -  

r e c h n e t .

F u r  " l a b e l  - c h a s e "  R e s u l t a t e  w u rd e n  20 M in u ten  n a c h  d e r  Z u gab e  d e r  

m a r k i e r t e n  A m in o s a u r e n ,  zu den  r e s t l i c h e n  20 m l  d e r  r a d io a k t iv e n  K u l tu r  

P  3 0, 5 m l  e i n e r  s t e r i l e n  L o su n g  von  " k a l t e m "  L - L e u c i n  (20 m g / m l )  und 

L - C y s t e i n  (20 m g / m l )  g eg e b en  und d ie  b e id e n  K u l tu r e n  P  2 und P  3 z e n t r i ­

f u g ie r t  (20 M in u ten  m i t  3000 x g). D e r  U e b e r s t a n d  d e r  r a d io a k t iv e n  K u l tu r  

w u rd e  d u rc h  d e n je n ig e n  d e r  n ic h t  m a r k i e r t e n  e r s e t z t  und z u s a t z l i c h  noch

0, 5 m l  d e r  " k a l t e n "  L eu  - C ys  - L o su n g  b e igef tig t .  A n s c h l i e s s e n d  inku -  

b i e r t e  m a n  d ie  r e s u s p e n d i e r t e n  Z e l l e n  auf e i n e r  S c h u t t e lm a s c h in e  b e i  30° C. 

N ach  a b g e s c h l o s s e n e r  S p o ru la t io n  w u rd e n  d ie  S p o re n  a b z e n t r i f u g i e r t ,  2 x 

m i t  0, 02 M P h o s p h a tp u f f e r  - T r i t o n  g e w a s c h e n  und an a lo g  d e m  S c h e m a  in  

F i g u r  3 (3. 1) f r a k t io n i e r t ,  je d o c h  ohne  d ie  A u f t ren n u n g  im  C a s iu m c h lo r id -  

G ra d ie n t e n .  Die r e s u l t i e r e n d e n  F r a k t io n e n  ( in tak te  S p o re n ,  L S P ,  LSS, H SP 

und HSS) w u rd e n  im  S c in t i l la t io n  c o u n te r  g e z a h l t .

Die B e s t im m u n g  d e r  R a d io a k t iv i ta t  e r f o lg te  in  e in e m  In t e r t e c h n iq u e  SL 30 

S c in t i l la t io n  c o u n te r .  A ls  S z in t i l l a t i o n s f lu s s ig k e i t e n  d ie n te n  f u r  g e t r o c k n e te  

P r o b e n  0, 7 % (G /V ) B u ty l -P B D  [2 - (4 - B uty l  p heny l)  - 5 (4 - b ip h eny ly l)  -

1, 3, 4 o x a d ia z o l ]  in  T o lu o l  und f u r  w a s s r i g e  P r o b e n  e in e  M isch u n g  von 

85 g N a p h th a l in  und 8 g B u ty l -P B D  in  1 L i t e r  D ioxan .  D ioxan  w u rd e  m i t  

w a s s e r f r e i e m  A lu m in iu m o x id  g e r e in ig t .

2 .1 5  A n a ly se n

2 . 1 5 .1  A m in o s a u r e n a n a l y s e

Die P r o b e n  w u rd e n  in  6 N HC1 w a h re n d  16 S tun den  b e i  110° C in  u n t e r  

V ak uu m  v e r s c h l o s s e n e n  A m p u l le n  h y d r o l y s i e r t ,  a n s c h l i e s s e n d  d ie  S a lz -  

s a u r e  in  e in e m  V akuum  - E x s ik k a t o r  m i t  NaOH - P la t z c h e n  i ib e r  S i l ic a g e l  

e n t f e rn t  und d ie  A m in o s a u r e n  im  H y d ro ly s a t  m i t  e in e m  T e c h n ic o n  NC - 1 

A u to a n a ly z e r  ( lange  K olonne) in  e in e m  d i s k o n t i n u ie r l i c h e n  G r a d ie n te n  von  

pH 2, 75 b is  5, 0 a u fg e t r e n n t  und b e s t im m t .



-  27  -

C y s t(e ) in  w u rd e  d u rc h  O x ida t io n  m i t  P e r a m e i s e n s a u r e  (5 m l  30 % G /G  H^O^ 

+ 95 ml 98 - 100 % ig e r  A m e i s e n s a u r e )  in  C y s t e i n s a u r e  i ibe rg e f i ih r t  und a ls  

so lc h e  nach  d e r  o b e n  b e s c h r i e b e n e n  H y d ro ly s e  b e s t i m m t  (M IL L E R  und 

C A R P E N T E R , 1964).

2 . 1 5 . 2  B e s t im m u n g  von D ip ic o l in s a u re ,  P h o s p h o r ,  K o h le n h y d ra te n  

und N u k le in s a u re n

Die D ip ic o l in s a u r e b e s t im m u n g  e r f o lg te  c o l o r i m e t r i s c h  nach  d e r  M ethode  

von JANSSON e t  a l .  (1958).

Die P h o s p h o r b e s t i m m u n g  b e r u h t e  auf d e r  F a r b b i ld u n g  h e r v o r g e r u f e n  d u rc h  

d ie  R edu k tio n  d e s  m i t  M olybda t g e b i ld e te n  P h o sp h o m o ly b d a t  - K o m p le x e s  

m i t  A s c o r b i n s a u r e  (CHEN e t  a l .  , 1956). Den a n o r g a n i s c h e n  P h o s p h o r  

e x t r a h i e r t e  m a n  m i t  T r i c h l o r e s s i g s a u r e .  Z u r  B e s t im m u n g  d es  T o ta lg e h a l t e s  

an  P h o s p h o r  w a r  eine V e ra s c h u n g  d e r  P r o b e n  no tw en d ig .  S ta n d a rd lo s u n g e n  

m i t  1, 2, 4, 6 und 8 p g / m l  w u rd e n  m i t  N a^H P O ^ h e r g e s t e l l t  und a n a lo g  den 

P r o b e n  b e h a n d e l t .  S a m t l i c h e  G l a s w a r e n  r e i n ig t e  m a n  v o rg a n g ig  m i t  C h ro m -  

s c h w e f e l s a u r e .

D e r  A n te i l  an  K o h le n h y d ra te n  w u rd e  nach  d e r  H y d ro ly s e  d e r  P r o b e n  u n te r

V aku um  in  2 N H „S O . w a h re n d  2 S tunden  b e i  110° C m i t  d e m  A n th r o n -  R e a -
2 4

g ens  b e s t i m m t  (HASSID und A B R A H A M , 1957 ; TOENNIES und K O L B , 1964)

Die N u k le in s a u r e n b e s t im m u n g  e r f o lg te  n ach  d e r  S ta n d a r d m e th o d e  von  

SC H N EID ER  (1957) n a ch  10 - m im i t ig e r  E x t r a k t io n  m i t  5 % ige r  T r i c h l o r e s s i g ­

s a u r e  in  e in e m  ko ch en d en  W a s s e r b a d .

2 . 1 5 . 3  L ip id e

D e r  G e s a m t b e t r a g  an  L ip id en  w u rd e  d u r c h  E in t ro c k n u n g  e in e s  C h lo r o f o r m -  

M e t h a n o l - E x t r a k t e s  (2 : 1) z u r  G e w ic h tsk o n s ta n z  b e s t i m m t  (F O L C H  e t  a l . , 

1957).

Z u r  C h a r a k t e r i s i e r u n g  d e r  L ip id e  w u rd e  e ine  T o ta l a n a ly s e  d e r  F e t t s a u r e n  

d u rc h g e f u h r t .  Die F e t t s a u r e n  w u rd e n  d u rc h  e in e  a lk a l i s c h e  H y d ro ly s e  d e r  

L ip id e  in  d en  P r o b e n  f r e i g e s e t z t  (D IT T M E R  und W E L L S ,  1969), d ie  n ich t
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v e r s e i f b a r e n  L ip id e  d u rc h  z w e im a l ig e  E x t r a k t io n  m i t  A e th e r  e n t f e r n t  und 

d ie  f r e i e n  F e t t s a u r e n  a u s  d e m  m i t  konz. S c h w e f e l s a u r e  a n g e s a u e r t e n  

H y d ro ly s a t  m i t  A e th e r  e x t r a h i e r t .  A n s c h l i e s s e n d  w u rd e  d ie  A e th e r p h a s e  

m i t  W a s s e r  g e w a s c h e n  und u n te r  S t ic k s to f f  e in g e t r o c k n e t .  Die  in  w en ig  

A e th e r  r e s u s p e n d i e r t e n  f r e i e n  F e t t s a u r e n  w u rd e n  m i t  e in ig en  T ro p fe n  

D ia z o m e th a n  in  A e th e r  (b is  d ie  g e lb e  F a r b e  b e s t e h e n  b le ib t )  in  d e r e n  

M e t h y le s t e r  u b e rg e f i i h r t .  Die R e a k t io n  e r f o lg te  w a h re n d  5 M in u ten  au f  E i s .  

D as  i i b e r s c h u s s ig e  D ia z o m e th a n  e n t f e rn t e  m a n  s o f o r t  d u rc h  U e b e r le i t e n  

von S t ick s to f f .  D ia z o m e th a n  w u rd e  n ach  d e r  M eth od e  von DE BOER und 

BACK ER (1954) a u s  N - M e t h y l - N - n i t r o s o to lu o l - 4 - s u l f o n a m id  (D iaza ld )  

i m m e r  f r i s c h  h e r g e s t e l l t .  D ia z o m e th a n  kan n  ca .  1 W oche b e i  - 1 8 °  C a u f ­

b e w a h r t  w e rd e n ,  v e r l i e r t  j e d o c h  an  R e a k t io n s f a h ig k e i t .  E s  w u rd e  i m m e r  

f r i s c h  i ib e r  KOH d e s t i l l i e r t e r  A e th e r  v e rw e n d e t .

Die M e t h y le s t e r  d e r  F e t t s a u r e n  w u rd e n  in  A ce to n  a u fg e n o m m e n  und be i  

4 °  C a u fb e w a h r t .  Die A u f t re n n u n g  d e r  F e t t s a u r e n  e r f o lg te  in  e i n e r  122 c m  

la n g e n  G la sk o lo n n e  3 c m  D u r c h m e s s e r ,  g e p a c k t  m i t  10 % C a rb o w a x  20 M 

in C h r o m a s o r b  102 a l s  S u p p o r t e r ,  b e i  e i n e r  k o n s t a n te n  T e m p e r a t u r  von 

220° C in  e in e m  G a s c h r o m a to g r a p h e n  (H ew le t t  und  P a c k a r d  402, H igh 

E f f i c ie n c y  G a s - C h r o m a to g r a p h ) ,  a u s g e r u s t e t  m i t  e in e m  F l a m m e n d e t e k t o r .

D as  P a c k m a t e r i a l  w u rd e  w ie  fo lg t  h e r g e s t e l l t :  C h r o m a s o r b  102 w u rd e  in  

C h lo r o f o r m  a u fg e lo s t ,  10 % d e s  v e rw e n d e te n  G e w ic h te s  von  C h r o m a s o r b  

C a rb o w a x  20 M zu g eg e b en  und g e r i ih r t .  U n te r  s t a n d ig e m  R iih ren  und  E in -  

l e i t e n  von S t i c k s to f f  e n t f e rn t e  m a n  d a s  C h lo r o f o r m  und t r o c k n e t e  d a s  M a­

t e r i a l  a n s c h l i e s s e n d  in  e in e m  V a ku um o fen .

A ls  T r a g e r g a s  d ie n te  S t i c k s to f f  (50 m l /M in u t e ) .  Die F l u s s r a t e n  fu r  W a s s e r -  

s to f f  und L u f t  b e t r u g e n  45 r e s p .  50 m l /M in u t e .

D u rc h  V e r g le i c h e n  d e r  r e s u l t i e r e n d e n  V e r z o g e r u n g s z e i t e n  m i t  s o l c h e n  von 

b ek a n n te n  F e t t s a u r e m e t h y l e s t e r n  und d e r  e r w ie s e n e n  l i n e a r e n  B ez iehu ng  

z w isc h e n  d e m  L o g a r i t h m u s  d e r  V e r z o g e r u n g s z e i t  und d e r  A n z a h l  C -A to m e  

d e r  F e t t s a u r e n  k o n n ten  d ie  i s o l i e r t e n  F e t t s a u r e n  i d e n t i f i z i e r t  w e rd e n .  A ls  

S ta n d a r d s  s t a n d e n  d ie  fo lg e n d en  F e t t s a u r e m e t h y l e s t e r  z u r  V e r fu g u n g :
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C 1 2 '  C 1 4 ’ C 1 6 ’ C 1 8 ’ C 1 8 ’ C 1 8 '  C 20 Und C 22 (k au f l ich  e r h a l t l i c h  bei 
L ip id  P r o d u c t s ,  South N u tf ie ld ,  S u r r e y  und C h ro m a to g r a p h y  S e r v i c e s ,

B irk e n h e a d ,  C h e s h i r e ) .

2 . 1 5 . 4  P h o sp h o l ip id e  

32
P - m a r k i e r t e  S p o re n  ( H e r s te l lu n g  2 .2 )  w u rd e n  a u f g e a r b e i t e t  (2. 3) und 

d ie  M e m b ra n f r a k t io n e n  i s o l i e r t  ( 2 .4 ) .  Die P h o sp h o l ip id e  w u rd e n  m i t  H ilfe  

e in e s  C h l o r o f o r m - M e t h a n o l - W a s s e r - G e m i s c h e s  (BLIGH und D Y E R , 1969) 

n a c h  d e r  von  B ER TSC H  et a l .  (1969) b e s c h r i e b e n e n  M ethode  e x t r a h i e r t .

Die m a r k i e r t e n  S p o re n  und M e m b r a n f r a k t io n e n  w u rd e n  in  N a t r i u m - A c e t a t -  

P u f f e r  pH 4, 0 (E n d k o n z e n t ra t io n  0, 1 M) a u fg e n o m m e n  und zu 1 m l  d i e s e r  

S u sp e n s io n  2, 2 m l  M eth ano l  und 1 m l  C h lo r o f o r m  b e ig eg e b en ,  e in ig e  Se- 

kunden  m i t  U l t r a s c h a l l  g e m i s c h t  und w a h re n d  e i n e r  Stunde bei  R a u m te m p e -  

r a t u r  in k u b ie r t .  D e r  n ic h t  l o s l i c h e  T e i l  w u rd e  d u r c h  Z e n t r i fu g a t io n  a bg e-  

t r e n n t  und e r n e u t  in  C HCl^ : MeOH : H 90  (1 : 2, 2 : 1) r e s u s p e n d i e r t  und 

z e n t r i f u g ie r t .  Die b e id e n  U e b e r s t a n d e  w u rd e n  v e r e i n ig t  und je  0, 25 Vol. 

C h lo r o f o r m  und W a s s e r  zugeg eben ,  k r a f t ig  g e sc h t i t te l t  und d ie  b e id e n  P h a ­

se n  d u rc h  Z e n t r i fu g a t io n  g e t r e n n t .  Die P h o sp h o l ip id e  b e fan d en  s i c h  in  d e r  

u n t e r e n  P h a s e .  Die o b e r e  P h a s e  e x t r a h i e r t e  m a n  e r n e u t  m i t  f r i s c h e r  u n t e r e r  

P h a s e  und t r o c k n e te  d ie  b e id e n  u n te r e n  P h a s e n  z u s a m m e n  u n te r  S t ic k s to f f  

e in .  D e r  R iicks tan d  w u rd e  noch  4 x m i t  A e th an o l  und 2 x m i t  A c e to n  g e -  

w a s c h e n  und je w e i l s  d u rc h  U e b e r l e i t e n  von  S t ic k s to f f  e in g e t ro c k n e t .  Die 

L ip id e  w u rd e n  in  C h lo r o f o r m  a u fg e n o m m e n  und b e i  - 1 8 °  C a u fb e w a h r t .

Die P h o sp h o l ip id e  w u rd e n  d u rc h  D u n n s c h ic h tc h ro m a to g ra p h ie  auf K ie s e l g e l -  

P l a t t e n  (DC - F e r t i g p l a t t e n  F  - 254, S c h ich td ick e  0, 25 m m , M e rc k )  m i t  

den  b e id en  fo lg en den  L o s u n g s m i t t e l s y s t e m e n  (V /V /V )  C h lo ro fo m  - M e th ano l  - 

W a s s e r  (65 : 25 : 4) und C h lo r o f o r m  - M e than o l  -  E s s i g s a u r e  (65 : 25 : 8) 

a u fg e t r e n n t  und d u rc h  R a d io a u to g ra p h ie  (x - R ay  F i l m ,  Kodak) l o k a l i s i e r t  

und m i t  H ilfe  e in e s  R a d io c h r o m a to g r a m  S c a n n e r s  (P a c k a r d )  a u fg e z e ic h n e t .  

Z u r  Id e n t i f i z ie r u n g  d e r  i s o l i e r t e n  P h o sp h o l ip id e  s t a n d e n  d ie  fo lg e n d en  M a r ­

k e r  z u r  V e r fu g u n g :  P h o s p h a t id y lg ly c e r in  (P G ) ,  P h o s p h a t id y le th a n o la m in  

( P E ) ,  P h o s p h a t id y l s e r i n  (PS) , S p h in g o m y e lin  (SPH) und C a r d io l ip in  (CL)

(von L ip id  P r o d u c t s ,  South N u tf ie ld ,  S u r r e y ) .
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Z u r  q u a n t i ta t iv e n  B e s t im m u n g  w u rd e n  d ie  l o k a l i s i e r t e n  P h o s p h o l ip id e  von 

d e r  P l a t t e  a b g e k r a t z t  und d ie  R a d io a k t iv i ta t  n a ch  Z u g ab e  von  10 m l  0, 7 % 

B u ty l -P B D  in  T o luo l  im  S c in t i l la t io n  c o u n te r  b e s t i m m t .

D e r  G e s a m t a n te i l  an  P h o sp h o l ip id e n  w u rd e  d u rc h  M u l t ip l ik a t io n  d e s  P h o s -  

p h o r g e h a l t e s  im  C h lo r o f o r m  - M e th an o l  - E x t r a k t  m i t  d e m  h e r k o m m l ic h e n  

U m r e c h n u n g s f a k to r  von 25 (M A TZ e t  a l . , 1970) b e r e c h n e t .

142. 16 A lk y l ie ru n g  d e r  SH - G ru p p e n  von C y s te in  m i t  C - J o d e s s i g s a u r e

Die P r o b e n  m i t  c a .  1 m g  P r o t e i n  in  0, 25 m l  E l l i s p u f f e r  (2. 9. 1) r e s p .  H a rn -
14s to f f  - M e r c a p to a th a n o l  (2. 9. 2) w u rd e n  m i t  e in e m  U e b e r s c h u s s  an C - 

m a r k i e r t e r  J o d e s s i g s a u r e  (0, 1 m l ;  100 jumol) b e i  e in e m  pH von  9, 0 w a h re n d  

e i n e r  Stunde b e i  30° C a l k y l i e r t  (ANFINSEN und H A B E R ,  1961). D ann  w u r ­

d en  d ie  P r o b e n  z e n t r i f u g i e r t  (90 M in u ten  m i t  lOO'OOO x g be i  4 °  C), d e r  

U e b e r s t a n d  und d a s  r e s u s p e n d i e r t e  S e d im e n t  g egen  0, 01 M NaHCO^ - L o -  

sung  d i a l y s i e r t ,  m i t  6 m a l i g e m  W e c h se ln  d e r  V o r la g e .  V o r  d e r  B e s t im m u n g  

d e r  R a d io a k t iv i ta t  w u rd e  d a s  S e d im e n t  n o c h m a l s  d u rc h  Z e n t r i f u g i e r e n  ( s ieh e  

oben) g e w a sc h e n .

2 .1 7  C h e m ik a l i e n

Die v e rw e n d e te n  a n a ly s e n r e i n e n  R e a g e n z ie n  w u rd e n  von  den  a u fg e fu h r te n  

F i r m e n  b ez o g e n .  W e i t e r  g e r e i n ig t e  S u b s ta n z e n  s ind  e rw a h n t .

A m m o n iu m m o ly b d a t ,  A m m o n iu m p e r s u l f a t ,  C a s iu m c h lo r id ,  C a lc iu m c h lo r id ,  

D ik a l iu m h y d ro g e n p h o sp h a t ,  K a l iu m d ih y d ro g e n p h o sp h a t ,  M a n g a n c h lo r id ,  N a-  

t r i u m a c e t a t ,  N a t r i u m a z i d ,  N a t r i u m c h l o r id ,  N a t r i u m h y d r o g e n c a r b o n a t ,  N a- 

t r iu m h y d ro g e n p h o s p h a t ,  N a t r i u m s u l f a t ,  E D T A , H a r n s to f f  d e i o n i s i e r t  d u rc h  

l a n g s a m e s  F i l t r i e r e n  d u r c h  A m b e r l i t  MB - 3, P o ly a th y le n g ly c o l  4000 und 

6000, S a c c h a r o s e ,  T r i t o n  X -1 0 0 ,  C y ano gu m  41, N N N 'N '-T E M E D , K a l i lau g e ,  

N a t ro n la u g e ,  A m e i s e n s a u r e ,  P e r c h l o r s a u r e ,  P h o s p h o r w o l f r a m s a u r e ,  S a lz -  

s a u r e ,  T r i c h l o r e s s i g s a u r e ,  A c e to n .  A e th e r  und P e t r o l a t h e r  w u rd e n  je w e i l s  

f r i s c h  i ibe r  KOH d e s t i l l i e r t .  B u tano l ,  P h en o l ,  1, 4 -D io x a n  g e r e i n ig t  m i t
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a k t i v i e r t e m  A lu m in iu m ,  A s c o r b i n s a u r e ,  L e u c in  und C y s te in  von BDH 

C h e m ic a l  L td .  P o o le ,  E n g land .

A n th ro n ,  C h lo ro f o rm ,  E s s i g s a u r e ,  G ly c e r in ,  M eth ano l ,  S a l p e t e r s a u r e ,  

S c h w e fe ls a u re ,  S i l ic a g e l ,  T oluo l ,  W a s s e r s t o f f p e r o x i d  von H opkin  und 

W i l l i a m s ,  E s s e x ,  E n g land .

D ip ic o l in s a u re ,  D i th io th r e i to l ,  2 - M e r c a p to a th a n o l ,  N a t r i u m d e x t r a n s u l f a t  

und T r i s - ( h y d r o x y m e t h y l ) - a m in o m e th a n  von S ig m a  L on do n  C h e m ic a l  L t d . ,  

K in g s to n - U p o n - T h a m e s ,  S u r r e y .

B ro m p h e n o lb la u ,  C o o m a s s i - B r i l l i a n t b l a u  R und N a p h th a l in s c h w a rz  von 

E d w a rd  G u r r  L t d . , L ondon .

T r y p s i n  von B o e h r in g e r ,  M an n h e im .

C a rb o w a x  20 M von  A pp lied  S c ie n c e  L a b o r a t o r i e s ,  Inc . S ta te  C o lleg e ,  

P e n n s y lv a n ia .

C h r o m a s o r b  102 von J o h n s - M a n v i l l e ,  C e l i te  D iv is io n ,  D e n v e r ,  C o lo ra d o .

N ap h th a l in ,  S c in t i l la t io n  C h e m ic a l ,  von K o c h -L ig h t  L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  

C o lu b ro o k ,  B uck s ,  E n g land .

B u ty l -P B D  von In te r te c h n iq u e  L t d . , P o r t s l a d e ,  S u s s e x ,  E n g lan d .

R in d e r s e r u m a lb u m i n  ( k r i s t a l l i s i e r t )  von A r m o u r ,  P h a r m a c e u t i c a l  C om p an y  

L t d . ,  E a s tb o u r n e ,  S u s s e x ,  E n g land .

32 35
Die r a d io a k t iv  m a r k i e r t e n  V e rb in d u n g e n  “P -O r t h o p h o s p h a t ,  S -C y s t e in ,
3 14H -L e u c in ,  C - J o d a c e t a t  von  R a d io c h e m ic a l  C e n t r e  L t d . , A m e r s h a m ,  

B u c k in g h a m s h i r e ,  E ng lan d .
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3. 1 I s o la t io n  und D ic h te b e s t im m u n g  d e r  M e m b r a n f r a k t i o n e n

F i g u r  3 z e ig t  d a s  S c h e m a  z u r  I s o la t io n  von M e m b r a n f r a k t i o n e n  au s  den  

S p o re n .  D as S p o r e n p r a p a r a t ,  e r h a l t e n  n ach  d e r  2 - P h a s e n - E x t r a k t i o n  m i t  

P o ly a th y le n g ly c o l  und N a t r i u m d e x t r a n s u l f a t  in  P h o s p h a tp u f f e r ,  e n th a l t  we- 

n ig e r  a l s  0, 1 % K r i s t a l l e ,  b e s t i m m t  d u r c h  A u s z a h le n  i m  P h a s e n k o n t r a s t -  

m ik ro s k o p .  B e i  B. c e r e u s  (B E R G E R  und M ARR, 1960) und B. th u r in g i e n s i s  

v a r .  f in i t im u s  (SO M E R V IL L E  e t  a l . , 1971) k onn te  m i t  H ilfe  von U l t r a s c h a l l  

d a s  E x o s p o r iu m  a u fg e b ro c h e n  w e rd e n ,  ohne  d ie  S p o re n  d a d u rc h  zu z e r s t o r e n .  

D ie se  M ethode  w u rd e  h i e r  an ge w an d t ,  u m  F r a g m e n t e  d e s  E x o s p o r i u m s  zu 

e r h a l t e n .  N ach  90 - 120 M in u ten  U l t r a s c h a l lb e h a n d lu n g  w a r  d ie  E x o s p o r i u m -  

m e m b r a n  in  f a s t  a l i e n  S p o re n  von  B. th u r in g i e n s i s  v a r .  to lw o r th i  a b g e t r e n n t .  

A uch  n ac h  d i e s e r  Z e i t  k o n n ten  w e d e r  im  P h a s e n k o n t r a s t m i k r o s k o p  noch  im  

E le k t r o n e n m i k r o s k o p  (nach  N e g a t iv f a rb u n g )  V e r a n d e r u n g e n  an d e n  S p o re n  

s e l b s t  f e s tg e s t e l l t  w e rd e n .  W e n ig e r  a l s  1 % d e r  S p o re n  b eg an n en  zu k e im e n  

und v e r l o r e n  i h r e  L ic h tb re c h u n g .  E s  w u rd e n  a b e r  d ab e i  25 - 30 % d e r  D ipi-  

c o l i n s a u r e  d e r  S p o re n  f r e i g e s e t z t .

B e im  V e r s u c h ,  d ie  M e m b ra n e n  m i t  d e r  F r e n c h - P r e s s  von  den  S p o re n  zu 

t r e n n e n  (ana lo g  d e r  M ethode  z u r  I s o l i e r u n g  d e r  E x o s p o r i u m m e m b r a n  von 

B. c e r e u s , G ER H A R D T  und R I B I , 1964) w u rd e n  d i e s e  wohl gut a b g e t r e n n t ;  

d ab e i  b e g a n n e n  a b e r  c a .  30 % d e r  S p o re n  zu k e im e n ,  und zu d e m  w u rd e n  

50 % d e r  D ip ic o l in s a u r e  f r e i g e s e t z t .

B ei d e r  T re n n u n g  d e r  M e m b r a n f r a g m e n t e  von d en  S p o re n  d u rc h  Z e n t r i fu -  

g i e r e n  b e i  n i e d r i g e r  T o u r e n z a h l  (2800 x g, 10 M inu ten )  s e d i m e n t i e r t e  e in  

g r o s s e r  A n te i l  d e r  M e m b ra n b ru c h s t t i c k e  m i t  den  S p o re n .  Z w a r  w a r  e s  

m o g l ich ,  n ach  R e s u s p e n d ie r u n g  d e s  N ie d e r s c h l a g e s  und e r n e u t e r  Z e n t r i -  

fu ga t ion  (1200 x g, 20 M inuten) d ie  A u sb e u te  u m  e tw a  1 /3  zu v e r b e s s e r n ,  

doch b e t r u g  s i e  noch  i m m e r  n u r  ca .  20 -3 0  % .  Die  A u sb e u te  an  M e m b ra n -  

f r a g m e n t e n  konn te  d u rc h  Z e n t r i fu g a t io n  d e s  M e m b r a n - S p o r e n - G e m is c h e s  

in  e in e m  S a c c h a r o s e g r a d ie n t e n  (10 -5 0  % S a c c h a r o s e ;  w a h re n d  1 Stunde
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S ed im en t

F  r a k t io n

S p o re n  + K r i s t a U e

S p o re n  K r i s t a l l e

1 - 2  S tunden  U l t r a s c h a l l  be i  0°  C 

Z e n t r i fu g a t io n  (2 '800  x g ;  10 M in . )

(LSP) U e b e r s t a n d  (LSS)

D ic h te g r a d ie n t  z e n t r i f u g a t io n

(10 - 50 % C s C l ; 50 '000  x g ;  16 h)

F j  F r a k t io n  F ^

F i g u r  3 I s o l i e r u n g  d e r  M e m b r a n f r a k t i o n e n  aus  den  S p o re n .
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m it  1000 x g) v e rd o p p e l t  w e rd e n .  D as d a r a u s  r e s u l t i e r e n d e  P r a p a r a t  en t-  

h ie l t  a b e r  v e r e i n z e l t e  S p o re n  und w u rd e  d e s h a lb  f u r  d ie  E x p e r im e n te  v o r -  

s i c h t s h a l b e r  n ic h t  v e rw e n d e t .  D ie  a n g e g e b e n e n  Z e n tr i fu g a t io n s b e d in g u n g e n  

s in d  n ic h t  o p t i m i e r t  w o rd e n .  E s  s c h e in t  d u r c h a u s  m o g l ich ,  be i  g e e ig n e t e r e n  

B ed ingungen ,  d ie  e tw a  in  d e r  g le ic h e n  G r o s s e n o r d n u n g  l i e g e n  d i i r f te n ,  e ine  

s p o r e n f r e i e  M e m b r a n f r a k t i o n  m i t  e i n e r  A u sb e u te  von  l ib e r  50 % zu e r h a l t e n .

Die d u r c h  d ie  D i f f e r e n t i a lz e n t r i f u g a t io n  e r h a l t e n e  M e m b r a n f r a k t io n  (HSP) 

p r i i f ten  w i r  a n s c h l i e s s e n d  in  e in e m  D ic h te g r a d ie n t e n  auf  i h r e  H o m o g en i ta t .  

Bei d e r  Z e n t r i fu g a t io n  in  e in e m  l i n e a r e n  G r a d ie n te n  von  10 - 60 % S a c c h a ­

r o s e  (3 S tunden  m i t  80 '000  x g) s e d i m e n t i e r t e n  d ie  M e m b r a n b r u c h s tu c k e .
3

Ih r e  D ich te  m u s s  a l s o  g r o s s e r  a l s  1 ,2 9  g / c m  s e in .  A us Z e n t r i f u g a t io n s -  

v e r s u c h e n  in  g le ic h e n  G r a d ie n t e n  a b e r  m i t  w e s e n t l i c h  k l e i n e r e r  g - Z ah l  

(12 '000  x g) w a h re n d  10, 20 und 40 M in u ten  g ing  h e r v o r ,  d a s s  a l l e  T e i l c h e n  

e tw a  g le ic h  s c h n e l l  s e d i m e n t i e r t e n .

G r a d ie n t e n  m i t  h o h e r e r  D ich te  w u rd e n  m i t  C a s iu m c h lo r id  (10 - 50 % G /G  

C sC l)  au fg eb au t .  In d i e s e n  G ra d ie n t e n  t r e n n t e  s i c h  d e r  H SP in  2 d e u t l ic h  

v o n e in a n d e r  g e t r e n n te  B an d en  auf  ( F i g u r  4). Die l e i c h t e r e  F r a k t i o n  w ird  

a l s  F j  und die  s c h w e r e r e  a l s  F  b e z e ic h n e t .  B ei d e r  A u ftre n n u n g  d e r  G r a ­

d ie n te n  w u rd e  in  e i n e r  D u r c h f l u s s z e l l e  d ie  A b s o rp t io n  b e i  280 nm  g e m e s s e n  

und m i t  e in e m  S c h r e i b e r  a u fg e z e ic h n e t .  F i g u r  5 z e ig t  d en  A b s o r p t io n s v e r -  

la u f  w a h re n d  d e r  A u f t ren n u n g  d e r  G r a d ie n te n  m i t  a) H S P  von B. th u r in g i e n ­

s i s  HB 9-1 ( a k r i s t a l l o g e n e  M utan te ) ,  b) H SP  von  B. th u r in g i e n s i s  S -9  

(Wildtyp) und c) s p o r e n f r e i e m  K r i s t a l l p r a p a r a t .  Die r e l a t i v e n  B e t r a g e  von 

F^ und F ^  v a r i i e r e n .  B ei d e r  M u tan te  HB 9-1 i s t  d e r  E r t r a g  an F^ e tw a

4 x k l e i n e r  a l s  d e r  von F ^  , b e im  W ild typ  i s t  F^ noch  h o c h s t e n s  1 /1 0  von  F ^ .  

Die F r a k t i o n  F q konn te  n u r  in  den  S p o re n -  und K r i s t a l l p r a p a r a t e n  b e o b a c h -  

t e t  w e rd e n ,  d ie  a u s  d e r  Z uch tu ng  von Z e l l e n  im  R o g o ff -M ed iu m  h e r v o r g in -  

gen .  F q i s t  in  E l l i s p u f f e r  u n lo s l i c h  und g ib t  auch  n ac h  d e m  K och en  in  

L o w r y - R e a g e n s  D k e ine  p o s i t iv e  R ea k tio n .

Die M e m b r a n b r u c h s tu c k e  in  e in e m  C a s iu m c h lo r id g r a d i e n t e n  von d en  n a c k te n  

S p o re n  zu t r e n n e n ,  g e lan g  n ich t ,  da d ie s e  S p o re n  e tw a  d ie  g le ic h e  D ich te  

b e s i t z e n .
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F i g u r  4 S e d im e n ta t io n  d e r  M e m b ra n f r a k t io n e n  F^ una  F ^  in  e in e m  

C a s iu m c h lo r id g r a d i e n te n .

Das M e n g e n v e r h a l tn is  von F^ zu F ^  e n t s p r i c h t  n ic h t  d e m je n ig e n  

im  HSP. Z u r  b e s s e r e n  E rk e n n u n g  von F^ w u rd e  d i e s e  F r a k t i o n  

im  H SP d u rc h  Z u gab e  von b e r e i t s  i s o l i e r t e m  F^ ca .  8 fa c h  an- 

g e r e i c h e r t .
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F i g u r  5 V e r te i lu n g  d e s  UV - a b s o r b i e r e n d e n  M a t e r i a l s  in  e in e m  C s C l-  

G ra d ie n t e n  n ach  d e r  Z e n t r i fu g a t io n  (16 h m i t  50 '000 x g) e in e r  

S u s p e n s io n  von a) H SP HB 9-1 ( a k r i s t a l l o g e n e  M u ta n te ) ;

b) H SP S -9  (W ildtyp) und c) i s o l i e r t e n  K r i s t a l l e n .
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In den  G ra d ie n te n  a) und b) d e r  F i g u r  5 f inden  w i r  UV - a b s o r b i e r e n d e s  

n ic h t  p a r t i k u l a r e s  M a t e r i a l  an d e r  S p itz e  d e s  G r a d ie n t e n .  E s  h a n d e l t  s i c h  

m o g l i c h e r w e i s e  u m  M a t e r i a l  (u n te r  A n d e r e m  au ch  P r o t e in e ) ,  d a s  w a h re n d  

d e r  G r a d ie n t z e n t r i f u g a t io n  aus  d en  M e m b r a n f r a g m e n t e n  h e r a u s g e l o s t  w i rd .

In T a b e l l e  1 s in d  d ie  D ich ten  d e r  e in z e ln e n  F r a k t io n e n  z u s a m m e n g e s t e l l t .  

T a b e l l e  1 D ich te  d e r  F r a k t i o n e n  im  C s C l - G r a d i e n te n

F r a k t io n / 3 g / c m

F  S-9 1 ,2 9  - 1, 32

F 2 S-9 1, 40 - 1, 45

F  HB 9-1 1, 30 - 1, 32

F ? HB 9-1 1, 40 - 1, 44

K r i s t a l l e 1, 29 - 1, 32

Die b e id e n  e n t s p r e c h e n d e n  M e m b r a n f r a k t i o n e n  d e s  W ild typs  S -9  und d e r  

M utan te  HB 9-1 u n te r s c h e i d e n  s i c h  n ic h t  in  i h r e r  D ich te .  Die D ich te  d e r  

K r i s t a l l e  i s t  i d e n t i s c h  m i t  d e r j e n ig e n  d e r  F r a k t i o n  F^ .

3 .2  V e r te i lu n g  d e s  T o x in s  in  d en  F r a k t io n e n  d e s  C s C l - G r a d i e n te n

Die F r a k t io n e n  e in e s  C s C l - G r a d i e n t e n  von  H SP S -9  w u rd e n  g e g e n  E l l i s ­

p u f f e r  pH 10, 3 (2. 9. 1) d i a l y s i e r t  und d e r e n  U V -A b s o rp t io n  und T o x iz i tS t  

b e s t im m t .  F u r  l e t z t e r e  w u rd e n  zu je  0, 5 m l  P r o b e  0, 5 m l  0, 02 % T r i t o n  

X -1 0 0  g eg e b e n  und je  2 K o h l ro n d e l l e n  d a r i n  b e n e tz t .  Die R e s u l t a t e  s ind  in 

F i g u r  6 z u s a m m e n g e f a s s t .  F i g u r  6 a) z e ig t  d ie  V e r te i lu n g  d e s  U V - a b s o r -  

b i e r e n d e n  M a t e r i a l s  m i t  P e a k s  b e i  F^ und F ^  , so w ie  a b s o r b i e r e n d e s  n ic h t  

p a r t i k u l a r e s  M a t e r i a l  an d e r  S p itze  d e s  G r a d ie n te n  und 6 b) d ie  h e r v o r g e -  

ru fe n e  F r a s s h e m m u n g .  Die F r a k t io n e n  m i t  F^ und F ^  so w ie  d ie  e r s t e n
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F i g u r  6 V e r te i lu n g  d e s  T o x in s  im  G ra d ie n t e n

a) A b s o rp t io n  b e i  280 nm  ; b) h e r v o r g e r u f e n e  F r a s s h e m m u n g .
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3 F r a k t io n e n  d e s  G ra d ie n t e n  z e ig te n  e in e  to x i s c h e  W irku ng .  E s  w u rd e  n ich t  

v e r s u c h t ,  d a s  T oxin  d e r  e in z e ln e n  F r a k t io n e n  q u a n t i ta t iv  zu e r f a s s e n .  D e r  

w i rk l ic h e  T o x in g e h a l t  d e r  F r a k t io n e n  F^ und F ^  v e r g l i c h e n  m i t  d en  e r s t e n  

F r a k t io n e n  d e s  G r a d ie n te n  i s t  b e d eu te n d  h o h e r  a l s  h i e r  zu m  A u s d ru c k  

k o m m t ( p r a k t i s c h  v o l l s t a n d ig e  F r a s s h e m m u n g ) .

Da C a s iu m c h lo r id  fu r  P i e r i s  - L a r v e n  s e h r  to x i s c h  i s t ,  kann  b e i  d i e s e m  

E x p e r im e n t  n ic h t  a u s g e s c h lo s s e n  w e rd e n ,  d a s s  d ie  T o x in a k t iv i ta t  v on  in  

d ie  M e m b r a n e n  e in g e l a g e r t e m  C a s iu m c h lo r id  h e r r i i h r t .  D i e s e r  V e r s u c h  

w u rd e  d e sh a lb  m i t  d en  M e m b ra n b ru c h s t i i c k e n  (HSP) a u s  d e r  n ich t  t o x i s c h e n  

M u tan te  HB 9-1 w ie d e rh o l t .  In d en  d a r a u s  r e s u l t i e r e n d e n  G ra d ie n t f r a k t io n e n  

w u rd e  je d o c h  k e in e  to x i s c h e  A k t iv i ta t  ge funden .  C a s iu m c h lo r id  a l s  V e r u r -  

s a c h e r  d e r  T o x in a k t iv i ta t  kann  s o m i t  a u s g e s c h lo s s e n  w e rd e n .

3. 3 V e r te i lu n g  d e s  T o x in s  in  den  S p o re n f r a k t io n e n

Die be i  d e r  I s o l i e r u n g  d e r  E x o s p o r i u m m e m b r a n  s c h r i t t w e i s e  g ew on nen en  

F r a k t io n e n  ( F ig u r  3) w u rd e n  m i t  E l l i s p u f f e r  e x t r a h i e r t  und d ie  T o x iz i ta t  

d e s  E x t r a k t e s  b e s t im m t .  Die R e s u l t a t e  s in d  in  T a b e l l e  2 z u s a m m e n g e f a s s t .  

A lle  a u fg e fu h r te n  R e s u l t a te ,  m i t  A u sn a h m e  d e r j e n ig e n  in  K la m m e r n  (Z ah le n  

in  K la m m e r n ) ,  w u rd e n  a u s  e in e m  E x p e r im e n t  e r h a l t e n ,  be i  d e m  a u c h  s a m t -  

l i c h e  T o x in t e s te  z u r  s e lb e n  Z e i t  a u sg e f i ih r t  w u rd e n .  M an e r h a l t  s o n s t  von 

B io te s t  zu B io t e s t  b e a c h t l ic h e  V a r ia t io n e n .  In d e r  e r s t e n  K olonne s in d  die 

t o x i s c h e n  E in h e i t e n  au fg e fu h r t ,  d ie  a u s  den  F r a k t io n e n ,  au sg eh en d  von  1 m g 

S p o re n  (T ro c k e n g e w ic h t ) ,  e x t r a h i e r t  w e rd e n  konnten . Die zw e ite  K o lonne  

z e ig t  d ie  to x i s c h e n  E in h e i te n  p ro  m g e x t r a h i e r t e s  P r o t e i n  ( s p e z i f i s c h e  

T o x iz i ta t )  und d ie  d r i t t e  K olonne den  p ro z e n tu a le n  A n te i l  d e r  au s  d en  in - 

ta k te n  S p o re n  e x t r a h i e r b a r e n  T o x in m e n g e .

N ach  d e r  U l t r a s c h a l lb e h a n d lu n g  d e r  S p o ren ,  z u r  A u fb re c h u n g  d e r  E x o s p o ­

r i u m m e m b r a n  kann  m i t  E l l i s p u f f e r  b is  50 % m e h r  T ox in  h e r a u s g e l o s t  w e r ­

den .  N ach  d e r  e r s t e n  Z e n t r i fu g a t io n  zu m  A b t r e n n e n  d e r  S p o ren ,  f ind en  w ir  

f a s t  a l l e s  T ox in  im  " lo w - s p e e d  P e l l e t "  (L SP). W ie v ie l  Toxin  davon  au s  den  

S p o re n  s e l b s t  und w ie v ie l  au s  den  m i t s e d i m e n t i e r t e n  M e m b ra n b ru c h s t i i c k e n
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h e r a u s g e l o s t  w u rd e ,  konn te  n ic h t  d i r e k t  e r m i t t e l t  w e rd e n .  R e c h n e t  m a n  

je d o c h  be i  d e r  D i f f e r e n t i a l z e n t r i f u g a t io n  m i t  e i n e r  M e m b r a n a u s b e u t e  von 

20 - 30 %, so  m i i s s te  e tw a  d ie  H a lf te  d e s  g e s a m te n  S p o re n to x in s  in  d e r  

E x o s p o r i u m m e m b r a n  l o k a l i s i e r t  s e in .

D e r  " h i g h - s p e e d  P e l l e t "  (HSP) en th a l t  e tw a  10 - 20 % d e s  G e s a m t to x in s .

N u r  1 % l i e g t  a l s  l o s l i c h e s  T o x in  v o r .

In s p a t e r e n  E x p e r im e n te n  fanden  w i r  i m  H SP e ine  z ie m l i c h  h o h e  s p e z i  - 

f i s c h e  T o x in a k t iv i ta t ,  d ie  s i c h  g l e i c h m a s s ig  auf d ie  F r a k t io n e n  F^ und F  

v e r t e i l t e  (Z a h le n  in  K la m m e r n ) .  Die s p e z i f i s c h e  T o x iz i t a t  von  F^ und F ^  

e n t s p r i c h t  d e r j e n ig e n  d e r  K r i s t a l l e x t r a k t e  (m it  E l l i s p u f f e r )  von B. t h u r i n ­

g ie n s i s  S -9  (SO M E R V IL L E  und P O C K E T T ,  1975).

3. 4 E le k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  U n te r s u c h u n g e n  an S p o re n  und den  

M e m b ra n f r a k t io n e n  F^ und F ^

Z ie l  d e r  e l e k t r o n e n m ik r o s k o p i s c h e n  A r b e i t e n  w a r  e in  V e rg le i c h  d e r  K r i -  

s t a H s t r u k t u r e n  von E x o s p o r i u m  in  g a n z e n  S p o re n ,  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ 

und F ^  und S p o re n h u l le .

D ie  F ig u r e n  7 - 9  z e ig e n  A ufn ah m en  von n e g a t iv  g e fa r b te n  P r a p a r a t e n ;

F i g u r  7 e in en  T e i l  e in e r  in ta k te n  S p o re  m i t  d e m  E x o s p o r iu m ,  8 und 9 d ie  

B ru c h s tu c k e  d e r  F r a k t io n e n  F ^  und F ^  . In F i g u r  7 i s t  d ie  h e x a g o n a le  S tru k -  

t u r  d e s  E x o s p o r i u m s  gut s i c h t b a r .  D ie s e  S t r u k tu r  f inden  w i r  auch  w ie d e r  

in  d en  F r a k t io n e n  F ^  und F ^  . D ie  G i t t e r g r o s s e  von  F^  und F ^  i s t  a b e r  v e r -  

s c h ie d e n .  D e r  A b s ta n d  von P u n k t r e ih e  zu P u n k t r e ih e  b e t r a g t  fu r  F ^  58 ± 5 A, 
fu r  F 2 73 ± 5 A und d ie  D is ta n z  von  P unk t zu P u n k t  fu r  F ^  70 ± 5 A, fu r  

F ^  88 ± 5 A. Im  E x o s p o r i u m  an in ta k te n  S p o re n  ( F ig u r  7) v a r i i e r t  d e r  

R e ih e n a b s ta n d  z w isc h e n  68 und 75 A. D ie s  s ind  D u r c h s c h n i t t s w e r t e  g e m e s -  

s e n  an  v e r s c h ie d e n e n  P r a p a r a t e n .  E in e  U e b e r la p p u n g  d e r  G r e n z w e r t e  von 

F^ und F 2 w u rd e  n ie  f e s t g e s t e l l t ,  d ie  b e id en  F r a k t io n e n  s c h e in e n  in  s i c h  

h o m o g e n  zu s e in .

G le ic h e  S t r u k tu r e n  und G i t t e r g r o s s e n  w u rd e n  au ch  in  d en  b e id e n  F r a k t io n e n  

F ^  und F ^  d e r  k r i s t a l l n e g a t iv e n  M u tan te  HB 9-1  b e o b a c h te t .



F i g u r  7 T e i l  d e s  E x o s p o r i u m s  e i n e r  in ta k te n  S p o re  von  B. th u r in g i e n s i s  

V e r g r o s s e r u n g  : 250 '000  x
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V e r g r o s s e r u n g :  132 '000 x

V e r g r o s s e r u n g :  300 '000  x 

F i g u r  8 N eg a t iv  g e f a r b te  P r a p a r a t e  d e r  M e m b r a n f r a k t io n  F^
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V e r g r o s s e r u n g  : 240 '000  x 

F i g u r  9 N e g a t iv  g e f a r b te  P r a p a r a t e  d e r  M e m b r a n f r a k t io n  F 2
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In T a b e l l e  3 s in d  d ie  G i t t e r g r o s s e n  d e r  M e m b ra n f r a k t io n e n ,  d e r  P a r a s p o ­

r a l k o r p e r  und d e r  S p o ren h i i l le  m i t e i n a n d e r  v e r g l i c h e n .  Bei d i e s e n  D a ten  

h a n d e l t  e s  s i c h  um  d ie  in  A b e s t i m m t e n  A b s ta n d e  von P u n k t r e ih e  zu P u n k t-  

r e i h e .  D ie  in  d e r  M e m b r a n f r a k t io n  e r m i t t e l t e  G i t t e r g r o s s e  s t i m m t  e tw a  

m i t  d en  im  E x o s p o r iu m  an n e g a t iv  g e f a r b te n  in t a k te n  S p o re n  und in  g e f r i e r -  

g e a tz te n  P r a p a r a t e n  g e m e s s e n e n  W e r t e n  i ib e re in .  Bei d e r  G e f r i e r a t z u n g  

(S O M E R V IL L E , m iin d l iche  M it te i lung)  i s t  zu b e r i ic k s ic h t ig e n ,  d a s s  d ie  

S t r u k tu r e n  d u r c h  d i e s e  B ehan d lun g  haufig  k l e i n e r  w e rd e n .  Die G i t t e r g r o s s e  

d e r  F r a k t io n e n  F  und F ^  u n t e r s c h e i d e t  s i c h  d e u t l ic h  von d e r  d e r  S p o re n -  

h iille , w a h re n d  d ie  d e r  F r a k t i o n  F ^  m i t  d e r j e n ig e n  d e r  P a r a s p o r a l k o r p e r  

l ib e r  e in s t i m m t .

T a b e l l e  3 Die G i t t e r g r o s s e n  h e x a g o n a le r  S t r u k tu r e n  in  P r a p a r a t e n  von  

B a c i l lu s  th u r in g i e n s i s

P r a p a r a t A

n ach  N e g a t iv f a rb u n g

F r a k t io n  F^ 54 - 63

F r a k t io n  F ^ 68 - 78

E x o s p o r iu m  an S p o re n 65 - 75

P a r a s p o r a l k o r p e r  ^ 65 - 80

n ach  G e f r i e r a tz u n g

E x o s p o r iu m  * ^ 70 - 75

S p o re n h i i l le   ̂^ 45 - 50

^  H. S O M E R V IL L E ,  m i ind l iche  M i t te i lu n g
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U n te rs u c h u n g e n  an D iin nsch n it ten  e in g e b e t t e t e r  P r o b e n  von F^  und F ^  z e ig e n  

b is  zu 7 d e u t l ic h  u n t e r s c h e i d b a r e  e le k t ro n e n d ic h te  S c h ic h te n  (F ig u r  10). Die 

G e s a m td ic k e  d e r  M e m b ra n  b e t r a g t  200 - 300 A. M e i s t e n s  konn ten  3 g le ic h -  

g r o s s e  e le k t ro n e n d ic h te  S c h ic h te n  auf j e d e r  S e i te  e i n e r  d ic k e r e n ,  n ic h t  g e -  

f a r b te n  S ch ic h t  b e o b a c h te t  w e rd e n .  D e r  A b s tan d  z w e ie r  e l e k t r o n e n d i c h t e r  

S ch ic h te n  b e t r a g t  40 - 50 A.

Id e n t i s c h e  S t r u k tu r e n  s ind  au ch  bei  den  M e m b r a n f r a k t io n e n  d e r  k r i s t a l l -  

n eg a t iv e n  M u tan te  b e o b a c h te t  w o rd e n .

Die h e x a g o n a le  S t r u k tu r  d e r  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ und F ^  w ird  w e d e r  d u rc h  

d ie  Ink ub a t io n  in  r e d u z i e r e n d e n  A g e n z ie n  noch  m i t  p r o t e o ly t i s c h e n  E n z y m e n  

wie T ry p s in ,  C h y m o t ry p s in  und P a p a in  so w ie  D a r m s a f t  von P i e r i s  b r a s s i c a e  

v e r a n d e r t .

3. 5 Die P r o t e i n e  d e r  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ und F ^

D is s o z i i e r e n d e  L o s u n g s m i t t e l  s in d  zum  A bbau d e r  P r o t e i n k r i s t a l l e  von 

B. th u r in g i e n s i s  g e e ig n e t  (ANGUS, 1956 ; C O O K SE Y , 1968 ; G LA TRO N  

e t  a l .  , 1972; L E C A D E T  , 1966 und 1967; SAYLES et a l .  , 1970; SO M E R ­

V IL LE  et a l .  , 1968; T R U E M P I ,  1975). A u s s e r d e m  i s t  e s  m o g l ich ,  aus 

K r i s t a l l -  und S p o r e n e x t r a k t e n  m i t  H ilfe  s e r o l o g i s c h e r  M etho den  und e in e r  

A c r y l a m i d - G e l - E l e k t r o p h o r e s e  e ine  to x i s c h e  K o m p o n en te  zu i s o l i e r e n  und 

zu c h a r a k t e r i s i e r e n  (D E L A F IE L D  e t  a l .  , 1 968 ; H E R B E R T  e t  a l .  , 1971 ; 

S O M E R V IL L E  et a l .  , 1968 ; S O M E R V IL L E  und P O C K E T T ,  1975). E s  

w u rd e  d e sh a lb  v e r s u c h t ,  M e m b r a n p r o t e in e  m i t  g le ic h e n  o d e r  a h n l ic h e n  

E x t r a k t io n s m i t t e l n  h e r a u s z u l o s e n  und s i e  a n s c h l i e s s e n d  m i t t e l s  S D S -G el-  

E le k t r o p h o r e s e  a u fz u t re n n e n .  D ie  R e s u l t a te  s o l l t e n  m i t  so lc h e n  von in  den 

g le ic h e n  L o s u n g s m i t t e ln  e x t r a h i e r t e n  K r i s t a l l p r o t e i n e n  von  B. th u r in g i e n s i s  

v e r g l i c h e n  w e rd e n .  F e r n e r  m u s s t e  fu r  d ie  s e r o lo g i s c h e n  T e s t s  und d ie  

T o x in b e s t im m u n g e n  e in  g e e ig n e te s  L o s u n g s m i t t e l  g e funden  w e rd e n .
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F i g u r  10 D iinn sch n it te  d u rc h  d ie  M e m b ra n e n  d e r  F r a k t io n e n  F  und F g 

V e r g r o s s e r u n g  : 4 5 0 '0 0 0  x
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3. 5. 1 E x t r a k t io n  d e r  M e m b r a n p r o t e in e  und d e r e n  g e l e l e k t r o p h o r e t i s c h e  

C h a r a k t e r i s i e r u n g

F u r  e in ig e  L o s u n g s m i t t e l  s ind  in  T a b e l l e  4 d ie  e x t r a h i e r b a r e n  P r o t e i n -  

m e n g e n  in  % an ge g e b e n .  Die B e s t im m u n g  d e s  T o ta l g e h a l t e s  an  M e m b r a n -  

p ro t e in  w u rd e  wie in  2. 7 b e s c h r i e b e n  d u rch g e f i ih r t .

M it 8 M H a rn s to f f  - 1 % M e r c a p to a th a n o l  g e lan g  e s  be i  e i n e r  In k u b a t io n s -  

z e i t  von 2 S tunden  b e i  37° C , b i s  zu 40 % d e r  M e m b r a n p r o t e in e  in  L o su n g  

zu b r in g e n .  B e i  d e r  E rh o h u n g  d e r  I n k u b a t io n s t e m p e r a tu r  auf  60° C s t i e g  

d e r  A n te i l  an g e l o s t e m P r o t e i n  n u r  u n w e se n t l ic h  auf  46 %. W u rd e  d i e s e m  

L o s u n g s m i t t e l  noch 1 , 5 %  SDS h inzugef iig t ,  so  k o n n ten  no ch  w e i t e r e  10 % 

g e lo s t  w e rd e n .  Mit d e m  r e d u z i e r e n d e n  P u f f e r  n a c h  E L L IS  (1961) konn te  e tw a  

g le ic h  v ie l  P r o t e i n  e x t r a h i e r t  w e r d e n  wie m i t  H a r n s to f f  - M e r c a p to a th a n o l .  

Die W e r t e  fu r  N a t ro n la u g e  w a r e n  d u rc h w e g s  n i e d r i g e r  und  l a g e n  u m  30 %.

T a b e l l e  4 E x t r a k t io n  von P r o t e i n  a u s  d e m  E x o s p o r iu m  ( F r a k t io n  F ^ )

von  B. th u r in g i e n s i s
z

L o s u n g s m i t t e l % g e lo s t e s  P r o t e i n

E l l i s p u f f e r  pH 10, 3 32 - 40

8 M H a rn s to f f  - 1 % M e r c a p to -  a) 37° C 35 - 40

a th a n o l  pH 8, 8 b) 60° C 43 - 46

8 M H a r n s to f f  - 1 % M e r c a p to ­

a th a n o l  - 1 , 5 %  SDS pH 8, 8
50 - 54

0, 1 N N a t ro n la u g e 28 - 32

Von d en  so  h e r a u s g e l o s t e n  M e m b r a n p r o t e in e n  d r a n g  b e i  d e r  S D S -E le k t r o -  

p h o r e s e  n u r  e in  k l e i n e r  T e i l  in  d a s  G el  e in .  D e r  i ib e rw ie g e n d e  A n te i l  s c h e in t  

noch  so  h o c h m o le k u la r  (MG > 300 '000) zu s e in ,  d a s s  e r  v om  G e l  a u s g e s c h lo s -  

s e n  b le ib t .  D r a s t i s c h e r e  In ku b a t io n sb ed in g u n g e n  und auch  a n d e r e  E x t r a k t io n s -
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m i t t e l  w u rd e n  zu H ilfe  g e n o m m e n .  D u rch  E r h i t z e n  d e s  In k u b a t io n s g e m is c h e s  

in  e in e m  ko ch en d en  W a s s e r b a d  w a h re n d  1 0 - 2 0  M inu ten  konn te  d a s  V e rh a l t -  

n is  zu G u n s te n  d e r  e in d r in g e n d e n  P r o t e i n e  v e r s c h o b e n  w e rd e n .  Die b e s t e n  

R e s u l t a t e  e r h i e l t e n  w i r  s c h l i e s s l i c h  nach  15 m in u t ig e m  K ochen  d e r  M em -  

b r a n e n  in  :

I 8 M H a rn s to f f  - 1 % M e r c a p to a th a n o l  - 1 , 5 %  SDS ; pH 8, 8

II 10 % G ly c e r in  - 5 % M e r c a p to a th a n o l  - 2 % SDS in  0, 0625 M T r i s -

p u f f e r  pH 6, 8

III 3, 3 %  M e r c a p to a th a n o l  - 0, 3 % SDS in  0, 03 M P h o s p h a tp u f f e r  pH 7, 0

Die F ig u r e n  1 1 - 1 3  z e ig e n  d ie  e l e k t r o p h o r e t i s c h e  A u f tren n u n g  d e r  m i t  I - III

e x t r a h i e r t e n  E x o s p o r i u m p r o t e in e  ( F r a k t io n  F 0 ) a) und d e r  K r i s t a l l p r o t e i n e  b) 

in  SDS - G e len .  Die dtinnen P fe i l e  m a r k i e r e n  d ie  L a g e  d e r  m o n o m e r e n  

(MG = 68 '000) r e s p .  d i m e r e n  P r o t e in b a n d e  von R in d e r s e r u m a lb u m i n .

Die m i t  den  v e r s c h ie d e n e n  E x t r a k t io n s m i t t e l n  h e r g e s t e l l t e n  K r i s t a l l e x t r a k t e  

z e ig e n  a l le  im  SDS - G el  e in  g le i c h e s  B a n d e n m u s te r ,  m i t  den  3 H au p tban den  

A, B und C, d ie  e in e m  M o le k u la rg e w ic h t  von A = 70 '000  - 7 5 '0 0 0 ;  B =

130 '000 - 150 '000  und C = 2 30 '000  - 250 '000  e n t s p r e c h e n .  Die P r o t e i n ­

bande  A i s t  von H E R B E R T  e t  a l .  (1971) a l s  d a s  K r i s t a l l t o x i n  von B. th u r in ­

g ie n s i s  v a r .  to lw o r th i  i d e n t i f i z i e r t  w o rd e n .  Die e x t r a h i e r t e n  E x o s p o r i u m ­

p ro te in e  w e rd e n  b e i  d e r  S D S -G e le le k t ro p h o re s e  in  5 - 6 B anden  a u fg e t r e n n t  

(F ig u re n  11 a) - 13 a)). Die M o b i l i ta te n  d i e s e r  B anden  l a s s e n  auf M o le k u la r -  

g ew ich te  u n t e r  130 '000  s c h l i e s s e n .  Bei s a m t l i c h e n  S D S -G elen  konn te  i m m e r  

w ie d e r  e in e  w enn auch  m a n c h m a l  n u r  s c h w a c h e  B ande  b e o b a c h te t  w e rd e n  

(d ic k e r  P fe i l ) ,  d ie  in  d e r  g le ic h e n  P o s i t i o n  la u f t  w ie  d ie  A - B ande d e s  K r i -  

s t a l l s .  A ufg run d  d i e s e r  A n a ly se  s c h e in t  d ie s  d ie  e in z ig e  g e m e i n s a m e  K om - 

pon en te  von K r i s t a l l  und E x o s p o r i u m  zu s e in .  Bei d e m  an  d e r  S p itze  d e s  

G e ls  au f l ie g e n d e n  f a r b b a r e n  M a t e r i a l  h a n d e l t  e s  s i c h  w a h r s c h e in l i c h  u m  

s e h r  k le in e  M e m b r a n p a r t i k e l ,  d ie  e r s t  nach  1 s t i in d ig e r  Z e n t r i fu g a t io n  m i t  

140 '000  x g v o l l s t a n d ig  a u s  d e m  E x t r a k t  e n t f e rn t  w e rd e n  konn ten .

Die e x t r a h i e r b a r e n  P r o t e i n e  d e r  E x o s p o r i u m m e m b r a n  d e s  W ild typs  und d e r  

k r i s t a l l n e g a t iv e n  M u ta n te ,  so w ie  d ie  d e r  M e m b r a n f r a k t i o n  F^ u n t e r s c h e i d e n  

s ic h  au fg ru nd  v e r g l e ic h e n d e n  g e l e l e k t r o p h o r e t i s c h e n  U n te r s u c h u n g e n  n ich t .
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a) M G

1 9 0  0 0 0  

1 2 0 -  1 4 0  0 0 0  

7 2 -  7 5 0 0 0

4 2  - 4 8  0 0 0  
2 7 -  3 2  0 0 0

M G

2 5 0  0 0 0  

1 3 0 0 0 0  

7 0  0 0 0

F i g u r  11 S D S - G e l - E le k t r o p h o r e s e  d e r  in  H a r n s t o f f - M e r c a p to a t h a n o l -

SDS (I) g e lo s te n  E x o s p o r i u m p r o t e in e  (a) und K r i s t a l l p r o t e i n e  (b)

4 2
3 0
22

M G

1 5 0  0 0 0

74 0 0 0  
6 2  0 0 0  
45  0 0 0  
32 0 0 0  
2 5  0 0 0

F i g u r  12 S D S - G e l - E le k t r o p h o r e s e  d e r  in  G l y c e r i n - M e r c a p to a t h a n o l -

SDS (II) g e lo s te n  E x o s p o r i u m p r o t e in e  (a) und K r i s t a l l p r o t e i n e  (b)
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M G

7 5 0 0 0  

61 0 0 0  
4 0  - 44  0 0 0  
2 9  - 3 2  0 0 0  
21 - 2 3  0 0 0

b) M G

C 2 4 0  0 0 0

B 1 3 0 - 1 5 0  0 0 0  

74 0 0 0

F i g u r  13 S D S - G e l - E le k t r o p h o r e s e  d e r  in  M e r c a p to a th a n o l  - SDS (III) 

g e lo s te n  E x o s p o r i u m p r o t e in e  (a) und K r i s t a l l p r o t e i n e  (b)

B ei d e r  A u f t re n n u n g  d e s  T r y p s i n e x t r a k t e s  von  F ^  , konn ten  im  S D S -G el 

n eben  d e r  T r y p s in b a n d e  n u r  e ine  w e i t e r e  s c h w a c h e  B and e  gefu nd en  w e rd e n ,  

d ie  e in e m  M o le k u la rg e w ic h t  von ca .  73 '000 e n t s p r a c h .  D ie se  s c h i e n  m i t  

d e r j e n ig e n  a u s  d e m  T r y p s i n e x t r a k t  von K r i s t a l l e n  d e s  g le ic h e n  B. t h u r in ­

g ie n s i s  - S ta m m e s  i i b e r e i n z u s t i m m e n  (SO M E R V IL L E  , unpubl.  )

D e r  Abbau d e r  E x o s p o r i u m m e m b r a n  m i t  H ilfe  o r g a n i s c h e r  L o s u n g s m i t t e l  

w ie  B u tano l - E D T A  in  P h o s p h a tp u f f e r ,  P h e n o l  und P h e n o l - E s s i g s a u r e -  

W a s s e r  f i ih r te  noch  zu k e in e n  b e f r ie d ig e n d e n  R e s u l t a te n .  E in m a l  m u s s t e  

m i t  s e h r  w enig  M e m b r a n m a t e r i a l  g e a r b e i t e t  w e rd e n  und a u s s e r d e m  sc h e in t  

d a s  g ew ah l te  G e l s y s t e m  fu r  so l c h e  E x t r a k t e  n ic h t  g e e ig n e t  zu s e in ,  da  v o r  

d e r  e l e k t r o p h o r e t i s c h e n  A u f t re n n u n g  e ine  D ia ly s e  d e r  E x t r a k t e  g e g e n  NaHCO^ 

no tw end ig  w a r .  B ei d i e s e r  D ia ly s e  e n ts ta n d  e in  N ie d e r s c h la g ,  d e r  w e d e r  

m i t  E l l i s p u f f e r  noch  m i t  d e m  L o s u n g s m i t t e l  f u r  E l e k t r o p h o r e s e  g e lo s t  w e r ­

d en  k onn te .  H ie r  m u s s t e  e in  G e l s y s t e m  m i t  P h e n o l  und E s s i g s a u r e  a l s  

L o s u n g s v e r m i t t l e r  a u s g e a r b e i t e t  w e rd e n  (W O R K , 1964 ; WORK und WORK , 

1969).
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3. 5. 2 E x t r a k t io n  von  ak t iv e m  Toxin

D ie  u n t e r  3. 5. 1 e rw a h n te n  E x t r a k t e  w u rd e n  g e g e n  0, 015 M N aH C O ^ d ia ly ­

s i e r t  und au f  i h r e  T o x iz i t a t  g ep r i i f t .  Die g r o s s t e  T o x in a k t iv i ta t  w u rd e  im  

E l l i s p u f f e r -  E x t r a k t  b e s t im m t .  Die s p e z i f i s c h e  A k t iv i ta t  b e t r u g  3000 - 4000 

to x i s c h e  E in h e i t e n / m g  P r o t e i n .  A u s s e r d e m  s c h e in t  d a s  g e lo s te  T o x in  in  

d i e s e m  P u f f e r  s t a b i l  zu s e in ,  w u rd e  doch  w a h re n d  48 S tunden  b e i  4 °  C k e in e  

m e s s b a r e  A k t iv i t a t s a b n a h m e  f e s t g e s t e l l t .

M it 0, 1 N N a t ro n l a u g e  und m i t  8 M H a rn s to f f  - 1 % M e r c a p to a th a n o l  a ls  

E x t r a k t i o n s m i t t e l  w a r e n  d ie  s p e z i f i s c h e n  T o x in a k t iv i ta te n  u m  40 - 50 % 

g e r i n g e r .  Da m i t  den  d r e i  e rw a h n te n  E x t r a k t i o n s m i t t e l n  e tw a  g le ic h  v ie l  

P r o t e i n  a u s  d e m  E x o s p o r i u m  h e r a u s g e l o s t  w ird  und n ach  d e r  E l e k t r o p h o r e s e  

d ie  B a n d e n m u s t e r  in  d en  SDS - G e le n  k e in e n  w e s e n t l i c h e n  U n te r s c h i e d  z e ig e n ,  

kan n  auf e in e  t e i lw e i s e  In a k t iv ie ru n g  d e s  T o x in s  g e s c h l o s s e n  w e rd e n .

M it a l i e n  SDS e n th a l te n d e n  L o s u n g s m i t t e l n  ging d ie  T o x in a k t iv i ta t  v o l l s tS n d ig  

v e r l o r e n .

D u rc h  d ie  p r o t e o ly t i s c h e  V e rd a u u n g  d e r  b e id e n  M e m b r a n f r a k t i o n e n  F^ und 

F ^  m i t  T r y p s i n  und m i t  D a r m s a f t  von  P i e r i s  b r a s s i c a e  k onn te  a u s  e i n e r  

g eg eb en e n  M e m b r a n s u s p e n s io n  g le ic h v ie l  T oxin  h e r a u s g e l o s t  w e rd e n  wie 

m i t  E l l i s p u f f e r .

D as  e x t r a h i e r t e  T o x in  i s t  h i t z e l a b i l  und w ird  d u r c h  10 m in i i t ig e s  E r h i t z e n  

d e s  E x t r a k t e s  auf 100° C v o l l s t a n d ig  z e r s t o r t .
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3. 6 Im m u n o lo g isc h e  C h a r a k t e r i s i e r u n g  d e r  M e m b ra n f r a k t io n e n  und F^

M it H ilfe  i m m u n o l o g i s c h e r  M e th o d en  so l l t e  a b g e k la r t  w e rd e n ,  ob d a s  aus 

d e m  E x o s p o r i u m  e x t r a h i e r t e  T ox in  m i t  d e m  £ - E n d o to x in  au s  d e m  P r o t e i n -  

k r i s t a l l  i d e n t i s c h  i s t  und ob no ch  w e i t e r e  g e m e i n s a m e  K o m p o n e n ten  v o r -  

h an d en  s ind .

3. 6. 1 Q u a n t i t a t iv e  Im m u n o p ra z ip i t a t i o n

K r i s t a l l -  und E x o s p o r iu m a n t ig e  w u rd e n  m i t  K r i s t a l l -  r e s p .  E x o s p o r i u m -  

a n t i s e r u m  p r a z i p i t i e r t  und d ie  M en g e  g e b i ld e te s  P r a z i p i t a t  a l s  P r o t e i n  nach  

d e r  M ethode  von  LOWRY e t  a l .  (1951) b e s t im m t .  Die F ig u r e n  14 - 16 z e ig en  

so lc h e  P r a z i p i t a t i o n s k u r v e n .  Auf d e r  x - A c h s e  w u rd e  d ie  M en ge  A n tig en  au f­

g e t r a g e n ,  d ie  zu e i n e r  k o n s t a n te n  M eng e  A n t i s e r u m  g eg e b e n  w u rd e  und auf 

d e r  y - A c h s e  d ie  M enge  P r o t e i n  im  P r a z i p i t a t .

In  F i g u r  14 i s t  d a s  be i  d e r  Inkub a t io n  d e s  K r i s t a l l -  r e s p .  E x o s p o r iu m e x -  

t r a k t e s  F^  d e r  M utan te  HB 9-1 m i t  K r i s t a l l a n t i s e r u m  ( F ig u r  14 a) und m i t  

E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  an ti  F ^  HB 9-1 (F ig u r  14 b) g e b i ld e te  P r a z i p i t a t  auf-  

g e z e ic h n e t .  A n ti  F ^  HB 9-1 i s t  d a s  geg en  d a s  E x o s p o r i u m  d e r  k r i s t a l l n e g a -  

t iv e n  M utan te  HB 9-1 g e b i ld e te  A n t i s e r u m .  Im  E x o s p o r i u m e x t r a k t  und na- 

t u r l i c h  auch  i m  K r i s t a l l e x t r a k t  e n ts ta n d  d u rc h  Z u g ab e  v on  K r i s t a l l a n t i s e r u m  

e in  P r a z i p i t a t .  M it  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  an ti  F ^  HB 9-1 w e rd e n  h in -  

g egen  d ie  K r i s t a l l a n t i g e n e  n ic h t ,  o d e r  n u r  s e h r  s c h w a c h  p r a z i p i t i e r t ,  w ah ­

re n d  die  E x o s p o r iu m a n t ig e n e  w ie  e r w a r t e t  d e u t l ic h  a u s g e f a l l t  w e rd e n .  In 

d i e s e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  feh len  a l s o  A n t ik o r p e r  g eg en  K r i s t a l l a n t i g e n e .  

Da d ie  k r i s t a l l n e g a t iv e  M u tan te  HB 9-1 k e in  T ox in  b i ld e t  und au ch  k e in e  

S p u re n  davon  im  E x o s p o r i u m  ge fu nd en  w u rd en ,  i s t  d a s  n ic h t  w e i t e r  e r s t a u n -  

l i c h .  D ie s e  P r a z i p i t a t i o n s v e r s u c h e  w u rd e n  m i t  d e m  A n t i s e r u m  g e g e n  d a s  

E x o s p o r i u m  d e s  W ild ty ps  S -9 ,  an ti  F 2 S -9 ,  und d e m  e n t s p r e c h e n d e n  E x o ­

s p o r i u m e x t r a k t  w ie d e rh o l t .  D a r a u s  r e s u l t i e r t e n  id e n t i s c h e  P r a z i p i t a t i o n s ­

k u rv e n  wie in  F i g u r  14. W ie d e ru m  e r h a l t  m a n  e in e  gu te  P r a z i p i t a t i o n  im  

E x o s p o r i u m e x t r a k t  m i t  K r i s t a l l a n t i s e r u m  und n u r  e ine  sc h w a c h e  im  K r i s t a l l -  

e x t r a k t  m i t  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m .
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W ird  e in  A n t i s e r u m  g eg en  d ie  m i t  E l l i s p u f f e r  e x t r a h i e r t e n  P r o t e in e  d e s  

W ildtyp - E x o s p o r i u m s  und d en  d a r i n  u n lo s l i c h e n  B e s ta n d te i l e n  v e rw e n d e t  

(an t i  F 2 S-9  e x t r . , vg l.  2. 1 2 .1 ) ,  e r h a l t  m a n  d ie  P r a z i p i t a t i o n s k u r v e n  d e r  

F i g u r  15. Mit d i e s e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  k onnen  sow ohl  E x o s p o r iu m  - 

a l s  auch  K r i s t a l l a n t i g e n e  a u s g e f a l l t  w e rd e n  ( F ig u r  1 5 b ) .  F i g u r  15 a) z e ig t  

d ie  b e r e i t s  b ek an n te n  P r a z i p i t a t i o n s k u r v e n  f u r  d en  K r i s t a l l  - r e s p .  E xo  - 

s p o r i u m e x t r a k t  m i t  K r i s t a l l a n t i s e r u m .

M it d e m  g e g e n  d ie  M e m b ra n f r a k t io n  F^ g e b i ld e te n  A n t i s e r u m  an ti  F^  S -9  

e r h a l t  m a n  g le ic h e  R e s u l t a t e  w ie  m i t  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  an ti  F^  S -9 .  

F^ - A n tig en e  k onnen  e b e n fa l ls  m i t  K r i s t a l l  -  und E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  

a n ti  F ^  S -9  e x t r .  p r a z i p i t i e r t  w e rd e n .  D a r a u s  r e s u l t i e r e n  g le ic h e  P r a z i p i ­

ta t io n s k u r v e n  wie m i t  F ^  -  A n tig en en .

H E R B E R T  e t  a l .  (1971) i s o l i e r t e n  a u s  e in e m  K r i s t a l l e x t r a k t  von B. t h u r i n ­

g ie n s i s  S-9  e in e  hoch  to x i s c h e  K o m p o n en te  A. E in  m o n o s p e z i f i s c h e s  A n t i ­

s e r u m  g eg e n  d i e s e s  K r i s t a l l p r o t e i n  A, a n t i  A, w u rd e  von B. H E R B E R T  

f r e u n d l i c h e r w e i s e  z u r  V e rfug un g  g e s t e l l t .  Im  fo lg en d e n  E x p e r im e n t  w u rd e  

gepri i f t ,  ob m i t  d i e s e m  m o n o s p e z i f i s c h e n  A n t i s e r u m  E x o s p o r iu m a n t ig e n e  

p r a z i p i t i e r t  w e rd e n  konnen  und u m g e k e h r t ,  ob d a s  i s o l i e r t e  P r o t e i n  A m i t  

E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  r e a g i e r e n  k ann .  In F i g u r  16 s ind  d ie  d a r a u s  r e s u l -  

t i e r e n d e n  P r a z i p i t a t i o n s k u r v e n  d a r g e s t e l l t .  D as  K r i s t a l l p r o t e i n  A w ird  

n ic h t  n u r  m i t  d e m  h o m o lo g e n  A n t i s e r u m  a n ti  A und d e m  K r i s t a l l a n t i s e r u m  

p r a z i p i t i e r t ,  s o n d e r n  au ch  m i t  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  an ti  F ^  S -9  e x t r .  

( F ig u r  1 6 a ) .  Z u d e m  k o nnen  m i t  d e m  A n t i s e r u m  a n t i  A auch  E x o s p o r i u m ­

a n t ig en e  p r a z i p i t i e r t  w e rd e n  (F ig u r  1 6 b ) .

B ei Z ug abe  g l e i c h e r  M engen  K r i s t a l l  - r e s p .  E x o s p o r iu m a n t ig e n e  z u m  A n t i ­

s e r u m  an ti  A w ird  e tw a  g le ic h  v ie l  P r a z i p i t a t  g eb i ld e t .

Mit n o r m a le m  K a n in c h e n s e r u m  e n ts ta n d  w e d e r  im  K r i s t a l l  - noch  im  E xo  - 

s p o r i u m e x t r a k t  e in  P r a z i p i t a t .
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3 . 6 . 2  D o p p e ld i f fu s io n s re a k t io n e n

Die D o p p e ld if fu s io n  in  zw ei D im e n s io n e n  h a t  g e g en i ib e r  d e r  q u a n t i ta t iv e n  

P r a z i p i t a t i o n  d en  V o r te i l ,  d a s s  v e r s c h ie d e n e  A n t ig en e  und A n t i s e r e n  d i r e k t  

m i t e i n a n d e r  v e r g l i c h e n  w e r d e n  konnen .  J e d e s  A n t ig e n - A n t ik o r p e r - S y s t e m  

kann  e in e  e ig e n e  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e  b i ld en ,  so  d a s s  be i  A n w e se n h e i t  von 

v e r s c h ie d e n e n  A n tig en en  und d e r e n  h o m o lo g en  A n t ik o r p e r n  m e h r e r e  L in ie n  

e n ts te h e n  kon nen .  M a n c h m a l  f a l le n  m e h r e r e  L in ie n  z u s a m m e n .  J e  n ach  d e m  

V e r la u f  d i e s e r  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  konnen  s e r o l o g i s c h  id e n t i s c h e  o d e r  p a r -  

t i e l l  id e n t i s c h e  A n tigen e  in  e in e m  G e m is c h  e r k a n n t  w e rd e n .

E in e  L o su n g  von  K r i s t a l l p r o t e i n e n  b i ld e te  m i t  d e m  h o m o lo g e n  K r i s t a l l a n t i ­

s e r u m  in O u c h te r l o n y - P la t t e n  3 P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n ,  A, B und C ( F i g u r  18). 

S ie  en th a l t  s o m i t  m in d e s t e n s  3 v e r s c h i e d e n e  A n t ig e n e .  Die 3 P r a z i p i t a t i o n s ­

l in ie n  la g e n  m a n c h m a l  so  nah e  z u s a m m e n ,  d a s s  s i e  k au m  m e h r  v o n e in a n d e r  

u n te r s c h ie d e n  w e rd e n  kon n ten  ( F i g u r  17 und 20). L i e s s  m a n  d a s s e l b e  K r i ­

s t a l l a n t i s e r u m  und e in e n  E x o s p o r i u m e x t r a k t  (F^  von  S -9 )  g e g e n e in a n d e r  

d i f fu n d ie r e n ,  e n ts ta n d  e b e n fa l l s  e ine  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e  ( F i g u r  17 a) .  D e r  

V e r l a u f  d i e s e r  L in ie  konn te  n ic h t  gen au  e r m i t t e l t  w e rd e n ,  d a  s i e  n u r  s ch w ac h  

a u s g e b i ld e t  w a r .  D e sh a lb  i s t  e s  noch  n ic h t  m o g l ic h  zu s a g e n ,  ob d i e s e s  m i t  

K r i s t a l l a n t i s e r u m  p r a z i p i t i e r t e  E x o s p o r iu m a n t ig e n  m i t  e in e m  d e r  d r e i  K r i -  

s t a l l a n t i g e n e  i d e n t i s c h  i s t .

E in  K r i s t a l l a n t i s e r u m  w u rd e  m i t  E x o s p o r iu m a n t ig e n e n  a b s o r b i e r t  und in  

e in e m  O u c h te r lo n y  m i t  e in e m  u n b e h a n d e l te n  K r i s t a l l a n t i s e r u m  auf  d ie  

R e a k t io n s fa h ig k e i t  m i t  e i n e r  K r i s t a l l o s u n g  g ep r i i f t  ( F i g u r  18). D u rch  d ie  

A b s o rp t io n  d e s  K r i s t a l l a n t i s e r u m s  m i t  d en  E x o s p o r iu m a n t ig e n e n  g ing  d ie  

R e a k t io n s fa h ig k e i t  m i t  d e m  K r i s t a l l a n t i g e n  A v o l l s t a n d ig  v e r l o r e n  (d ie  P r a ­

z ip i t a t io n s l in i e  A feh l t) ,  w a h re n d  d ie je n ig e  m i t  d en  A n t ig en en  B und C un- 

v e r a n d e r t  b l i e b .  D ie  A n t ik o r p e r  g egen  d a s  A n tigen  A s in d  d u rc h  d ie  E x o ­

s p o r iu m a n t ig e n e  v o l l s t a n d ig  a b s o r b i e r t  w o rd en .

D e r  E x o s p o r i u m e x t r a k t  F ^  d e s  W ild typs  S -9  e n th a l t  m i n d e s t e n s  3 v e r s c h i e ­

den e  A n t ig en e ,  d ie  b e i  d e r  D iffu s ion  g eg en  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  (an t i  F^

S -9  e x t r .  ) 3 d e u t l ic h  u n t e r s c h e i d b a r e  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  b i ld e te n  ( F i g u r  19).
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B ei d e r  D iffus ion  e in e s  K r i s t a l l e x t r a k t e s  g egen  d a s s e lb e  E x o s p o r i u m a n t i ­

s e r u m  e n ts ta n d  e ine  e in z ig e  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e  ( F ig u r e n  17 b und 19). Aus 

d e m  V e r la u f  d i e s e r  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e  (F ig u r  19) geh t  h e r v o r ,  d a s s  d a s  

p r a z i p i t i e r t e  K r i s t a l l a n t i g e n  m i t  d e m  a m  s c h n e l l s t e n  w a n d e rn d e n  E x o sp o -  

r i u m a n t ig e n  s e r o lo g i s c h  id e n t i s c h  i s t .  D a s s  e s  s i c h  b e i  d i e s e m  g e m e i n -  

s a m e n  A ntigen  um  d as  A ntigen  A h an d e l t ,  w a r  au fg run d  d e r  R e s u l t a t e  d e s  

A b s o r p t io n s v e r s u c h e s  und d e r  D iffus ion  von E x o s p o r iu m a n t ig e n e n  g egen  

K r i s t a l l a n t i s e r u m  zu e r w a r t e n  und konn te  m i t  H ilfe  d e s  m o n o s p e z i f i s c h e n  

A n t i s e r u m s  an t i  A g e z e ig t  w e rd e n  ( F ig u r  20). Obwohl s i c h  in  d i e s e m  O uch- 

t e r l o n y  be i  d e r  D iffus ion  d e r  K r i s t a l l o s u n g  geg en  d a s  A n t i s e r u m  an ti  A n u r  

e ine  e tw as  d if fu se  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e  b i ld e te ,  i s t  d ie  H o m o lo g ie  m i t  dem  

v om  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  p r a z i p i t i e r t e n  K r i s t a l l a n t i g e n  d e u t l ic h  s i c h tb a r .  

Die d if fu se  P r a z i p i t a t i o n s l i n i e  v on  an ti  A m i t  d e m  A n tigen  A i s t  au f  e in  un- 

g u n s t ig e s  A n tig en  - A n t ik o r p e r v e r h a l tn i s  z u r i ic k z u fu h re n .

Im  O u c h te r lo n y  d e r  F i g u r  20 i s t  m i t  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  und d e m  

K r i s t a l l e x t r a k t  n eb en  d e r  A - L in ie  noch  e in e  z w e i te  sc h w a c h e  L in ie  g e b i ld e t  

w o rd e n .  D ie se  konnte  n u r  s e l t e n  b e o b a c h te t  w e rd e n ,  und e s  i s t  d e s h a lb  noch 

u n g e w is s ,  ob e s  s i c h  h i e r  u m  e in  w e i t e r e s  g e m e i n s a m e s  K r i s t a l l a n t i g e n  

h an d e l t  o d e r  u m  e in  A r te f a k t ,  d a s  n u r  b e i  b e s t im m t e n  A n t ig e n k o n z e n t r a - 

t io nen  a u f t r i t t .

D ie R e a k t io n s fa h ig k e i t  d e r  b e id e n  E x o s p o r i u m a n t i s e r e n  anti F ^  S -9  e x t r .  

und a n t i  F^  HB 9-1 w u rd e  m i t  e in e m  K r i s t a l l  - E x o s p o r i u m  - A n t ig e n g e m is c h  

in  e in e m  O u c h te r lo n y  v e r g l i c h e n  (F ig u r  21). S ie  s c h e in e n  s i c h  n u r  im  V o r -  

h a n d e n s e in  d e r  A n t ik o r p e r  geg en  d a s  A n tigen  A zu u n t e r s c h e id e n .

Die b e id e n  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ und F ^  kon n ten  s e r o lo g i s c h  n ic h t  v o n -  

e in a n d e r  u n te r s c h ie d e n  w e rd e n .  A uch  d ie  b e id en  A n t i s e r e n  a n t i  F^ S-9  

und an ti  F ^  S -9  s c h e in e n  m i t e i n a n d e r  id e n t i s c h  zu s e in .
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F i g u r  17 P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  e in e s  K r i s t a l l -  und E x o s p o r i u m e x t r a k t e s  

m i t  K r i s t a l l -  und E x o s p o r i u m a n t i s e r u m

1 K r i s t a l l a n t i s e r u m

2 E x o s p o r i u m e x t r a k t

3 K r i s t a l l e x t r a k t

1 K r i s t a l l a n t i s e r u m

2 a n t i  F  S-92
3 a n t i  F  HB 9-1

4 K r i s t a l l e x t r a k t

1 K r i s t a l l e x t r a k t

2 K r i s t a H a n t i s e r u m

3 K r i s t a l l a n t i s e r u m  a b s o r b i e r t  

m i t  E x o s p o r iu m a n t ig e n e n

F i g u r  18 P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  e in e s  K r i s t a l l e x t r a k t e s  m i t  K r i s t a l l a n t i ­

s e r u m  und m i t  d e m  m i t  E x o s p o r i u m a n t ig e n e n  a b s o r b i e r t e n  

K r i s t a l l a n t i s e r u m
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1 K r i s t a l l e x t r a k t

2 E x o s p o r i u m e x t r a k t

3 E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  

(an t i  F ^  S -9  e x t r .  )

F i g u r  19 Im m u n o lo g is c h e  K r e u z r e a k t io n  e in e s  K r i s t a l l -  und E x o s p o r i u m -  

e x t r a k t e s

1 K r i s t a l l a n t i s e r u m

2 an ti  F ^  S -9  e x t r .

3 an t i  A

4 K r i s t a l l e x t r a k t

F i g u r  20 P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  e in e s  K r i s t a l l e x t r a k t e s  m i t  d e m  m o n o s p e -  

z i f i s c h e n  A n t i s e r u m  g eg en  d ie  K r i s t a l l k o m p o n e n te  A, m i t  d e m  

K r i s t a l l -  und m i t  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m
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F i g u r  21 P r a z i p i t a t i o n s l i n i e n  e in e s  K r i s t a l l  -  E x o s p o r i u m  - E x t r a k t e s  

m i t  K r i s t a l l  - und E x o s p o r i u m a n t i s e r u m

1 K r i s t a l l a n t i s e r u m

2 an ti  F 2 S -9  e x t r .

3 an t i  F 2 HB 9-1

4 K r i s t a l l  - E x o s p o r i u m  - E x t r a k t
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3. 6. 3 E in f lu s s  d e r  A n t i s e r e n  auf  d ie  A k t iv i ta t  d e s  K r i s t a l l t o x i n s

G e re in ig te  P r o t e i n k r i s t a l l e  von B. th u r in g i e n s i s  S -9  w u rd e n  m i t  E l l i s p u f f e r  

e x t r a h i e r t ,  g e g e n  0, 015 M N aH C O ^ -L o s u n g  d i a l y s i e r t  und zu j e  0, 1 m l  

d i e s e s  K r i s t a l l e x t r a k t e s  (ca .  0, 5 m g  P r o t e i n / m l )  0 ; 0, 0 5 ;  0, 1 ; 0, 1 5 ;

0, 2 m l  d e r  zu p ri i fend en  A n t i s e r e n  g e g e b e n .  D as V o lu m en  d e r  P r o b e n  w u rd e  

m i t  NaHCOg - L o su ng  auf  0, 4 m l  e in g e s te l l t .  D ie s e  P r o b e n  in k u b ie r t e  m a n  

z u e r s t  w a h re n d  2 S tunden  b e i  37° C und a n s c h l i e s s e n d  48 S tunden  b e i  4 °  C. 

Dann w u rd e  d a s  g e b i ld e te  P r a z i p i t a t  a b z e n t r i f u g i e r t  und d a s  R e s t t o x in  im  

U e b e r s t a n d  b e s t im m t .

In F i g u r  22 i s t  d a s  R e s t to x in  in  A b h an g igk e it  d e r  zu g eg eb en e n  M enge A n t i ­

s e r u m  a u fg e t r a g e n .  D as  T ox in  kann  n ich t  n u r  m i t  d e m  K r i s t a l l a n t i s e r u m ,  

s o n d e r n  auch  m i t  d e m  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  a n ti  F ^  S -9  e x t r .  v o l l s ta n d ig  

p r a z i p i t i e r t  w e rd e n .  D e r  T i t e r  d e r  T o x in a n t ik o r p e r  i s t  im  K r i s t a l l a n t i s e r u m  

bed eu tend  h o h e r  a l s  im  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m .

Die to x i n p r a z i p i t i e r e n d e n  A n t i s e r e n  h ab en  z u g le ic h  au ch  e ine  to x in in a k t i -  

v ie r e n d e  W irk un g .  D ie s e  w u rd e  d u r c h  d ie  B e s t im m u n g  d e r  T o x in a k t iv i ta t  

nach  z w e is t t in d ig e r  Inkuba tion  d e r  P r o b e n  m i t  A n t i s e r u m  b e i  37° C f e s t -  

g e s t e l l t .  Mit d e m  A n t i s e r u m  g e g e n  d a s  E x o s p o r i u m  d e r  k r i s t a l l n e g a t iv e n  

M u tan te  HB 9-1 konn te  w e d e r  K r i s t a l l to x i n  noch  E x o s p o r iu m to x in  p r a z i p i ­

t i e r t  bezw . i n a k t iv i e r t  w e rd e n .

D as E x o s p o r iu m to x in  l a s s t  s i c h  sow ohl m i t  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m  a n ti  F ^

S-9  e x t r .  a l s  auch  m i t  K r i s t a l l a n t i s e r u m  p r a z i p i t i e r e n  b ezw . in a k t iv i e r e n .

N o r m a l e s  K a n in c h e n s e r u m  h a t t e  k e in en  E in f lu s s  au f  d ie  T o x in a k t iv i ta t .
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m l  A n t i s e r u m  z u g e g e b e n

F i g u r  22 In a k t iv ie ru n g  d e s  T o x in s  e in e s  K r i s t a l l e x t r a k t e s  d u rc h  P r a ­

z ip i t a t io n  m i t  d en  A n t i s e r e n  an t i  c r y  A----A , an t i  F ^  S -9  e x t r .

O------ O und an ti  F 2 HB 9-1 Cl-----O
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3. 7 E x o s p o r iu m  - und K r is t a l l a n t ig e n b i ld u n g

Die E x o s p o r i u m -  und K r i s t a l l a n t i g e n e  w u rd e n  in  P r o b e n  e in e r  s p o r u l i e r e n d e n  

K u l tu r  d u rc h  Im m u n o d o p p e ld if fu s io n  und q u a n t i ta t iv  d u r c h  I m m u n o p ra z ip i -  

ta t io n  b e s t i m m t  ( V e r s u c h s a n o rd n u n g  vgl. 2. 13). Mit H ilfe  d e s  E x o s p o r i u m -  

a n t i s e r u m s  d e r  k r i s t a l l n e g a t iv e n  M utan te  konn ten  d ie  E x o s p o r i u m -  und K r i ­

s t a l l a n t ig e n e  s e p a r a t  e r m i t t e l t  w e rd e n .  Die Z e i t w e r t e  s ind  auf d a s  E n de  d e r

e x p o n e n t ie l le n  W a c h s tu m s p h a s e  (t ) b e zo g en  und a l s  t (x = S tunden  n ac h  t )o x o
an geg eben .

B ei d e r  D o p p e ld if fu s ion  kon n ten  d ie  e r s t e n  K r i s t a l l a n t i g e n e  z u r  Z e i t  t^

(F ig u r  2 3 a) b e o b a c h te t  w e rd e n .  Die E x o s p o r iu m a n t ig e n e  s in d  z u r  Z e i t  t 

n u r  s e h r  s c h w a c h  und e r s t  be i  t gut s i c h t b a r  ( F i g u r  23 b).

Die n ac h  Z u gab e  von E x o s p o r i u m -  r e s p .  K r i s t a l l a n t i s e r u m  in  den  P r o b e n  

g e b i ld e te  M enge P r a z i p i t a t  i s t  in  F i g u r  24 a u fg e t r a g e n .  A u s s e r d e m  i s t  die 

W a c h s tu m s k u r v e  (OD bei 660 nm ) und d ie  g e b i ld e te  D ip ic o l in s a u re  (DPA, 

in  %) a u fg e z e ic h n e t .  Die E x o s p o r i u m -  und K r i s t a l l a n t i g e n e  w u rd e n  z w isc h e n  

tg und t^ ( e n t s p r i c h t  e tw a  d e r  S p o ru la t i o n s p h a s e  II - III) en td e c k t 'u n d  e r - 

r e i c h t e n  ih r  M a x im u m  z u r  Z e i t  tg - t  . D ie  S y n th e s e  f u r  den  K r i s t a l l  und 

d a s  E x o s p o r iu m  d a u e r t  c a .  6 S tunden  und s c h e in t  e in en  g le ic h e n  V e r la u f  

zu n e h m e n .  In e in e m  E x p e r im e n t  w u rd e  g le i c h z e i t ig  e in  B io t e s t  d u r c h g e -  

fu h r t ,  d e r  z e ig te ,  d a s s  au ch  d a s  T ox in  z u r  s e lb e n  Z e i t  g eb i ld e t  w ird .

F ig u r  23 B ildung  d e r  K r i s t a l l a n t i g e n e  (a) und d e r  E x o s p o r iu m a n t ig e n e  (b) 

w a h re n d  d e r  S p o ru la t io n
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OD,6 6 0

Ze i t  [h]

24 B ildung  d e r  K r i s t a l l -  und E x o s p o r iu m a n t ig e n e  w a h re n d  d e r  

S p o ru la t io n

A— A fag P r a z i p i t a t  m i t  K r i s t a l l a n t i s e r u m

O-----O ^ g  P r a z i p i t a t  m i t  E x o s p o r i u m a n t i s e r u m

A— A  D ip ic o l in s a u r e  (DPA), • ----- •  O D „„-bbU
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3. 8 E inb au  von r a d io a k t iv  m a r k i e r t e n  A m in o s a u re n

W ah rend  d e r  S p o ru la t io n  w u rd e n  d ie  A u fn a h m e r a te n  fi ir  S - m a r k i e r t e s
3

C y s te in  und H - m a r k i e r t e s  L e u c in  in  g a n z e  Z e l l e n  (vgl. 2. 14) m i t e i n a n d e r  

v e rg l i c h e n  ( F i g u r  25). Bei d i e s e m  E x p e r im e n t  i s t  d ie  S p o ru la t io n  b e i  28° C 

d u rc h g e f i ih r t  w ord en .  Die E x o s p o r i u m  - und K r i s t a l l a n t i g e n e  w u rd e n  auch 

h i e r  g le i c h z e i t ig  s y n t h e t i s i e r t  (E x p e r im e n t  n ich t  g e z e ig t ) .  Die S y n th ese  be- 

gann  a b e r  c a .  80 M in u ten  s p a t e r  a ls  b e i  d e m  in F i g u r  24 g e z e ig te n  E x p e r i ­

m e n t  m i t  e i n e r  Z u c h tu n g s t e m p e r a tu r  von 30° C.

Die A u fn a h m e r a te  fiir  L e u c in  e n t s p r a c h  d e r  von SO M E R V IL L E  (1971) ge -  

fundenen  und z e ig te  e in  M a x im u m  z w isc h e n  tg und tg . Die A u fn a h m e r a te  

f iir  C y s te in  s t i e g  w a h re n d  d e r  Z e i t  von tg - tg n u r  le i c h t ,  e r h o h te  s i c h  

dann a b e r  z w isc h e n  tg und t ^  s t a r k .  F i i r  L e u c in  und C y s te in  e r h a l t e n  

w ir  a l s o  d e u t l ic h  v e r s c h i e d e n e  A u fn a h m e r a te n .  Die e r s t e n  E x o s p o r iu m  - 

und K r i s t a l l a n t i g e n e  w u rd en  b e i  d i e s e m  E x p e r im e n t  z u r  Z e i t  t,. g e funden  

und e r r e i c h t e n  i h r  M a x im u m  b e i  t j j  .

M it  H ilfe  d e r  " l a b e l  - c h a s e "  T e c h n ik  w u rd e  d ie  A ufnah m e  von C ys  und Leu

in  d ie  M e m b r a n f r a k t io n  (HSP) und in  d ie  l o s l i c h e  F r a k t i o n  (HSS) v e r f o lg t

(T a b e l le  5). D e r  E in b a u  von r a d io a k t iv  m a r k i e r t e m  L eu  in  den  H SP i s t

e tw a  5 x g r o s s e r  z u r  Z e i t  t_ .  a ls  z u r  Z e i t  t„  , w ah re n d  in  a l l  d i e s e nb, D (J, o
P r o b e n  e tw a  g le ic h v ie l  m a r k i e r t e s  C ys  e in g e b a u t  w u rd e .  Z w isc h e n  tg

und t ,  _ e rh o h te  s i c h  d e r  E in b a u  von C ys  in  den  H SP um  d a s  10 fac h e ,  w ah- 
10 J

re n d  L eu  n u r  v e rd o p p e l t  w u rd e .  R a d io a k t iv e s  C y s te in  w ird  a l s o  v ie l  s p a t e r  

au fg e n o m m e n  a l s  L e u c in .

D e r  HSS r e p r a s e n t i e r t  n u r  e ine  d e r  l o s l i c h e n  F r a k t io n e n  d e r  S p o re n ,  da  die 

U l t r a s c h a l lb e h a n d lu n g  u n t e r  B ed in g un gen  a u sg e f i ih r t  w u rd e ,  d ie  n u r  d a s  

E x o s p o r iu m  von den  m e i s t e n  S p o re n  t r e n n te ,  ohne d ie  S p o re n  a u fz u b r e c h e n .

35
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c p m  / m in

Z e i t  [ h ]

F i g u r  25 A u fn ah m e  von  H - L e u c in  und S - C y s te in  d u rc h  e in e  

s p o r u l i e r e n d e  K u l tu r  von  B. th u r in g i e n s i s

3
O O A u fn a h m e r a te  fu r  H - L e u c in

35• -•  A u fn a h m e r a te  fu r  S - C y s te in
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3 35T a b e l l e  5 E in b a u  von H - L e u c in  und S - C y s te in  in  d ie  M e m b r a n ­

f r a k t io n  HSP und in d ie  l o s l i c h e  F r a k t i o n  HSS w a h re n d  d e r  

S p o ru la t io n

s p e z i f i s c h e  A k t iv i ta t  d e r  F r a k t io n e n  
_ 3

10 x c p m / m g  P r o t e i n

Z e i t  [hj ^H - L e u c in 35S - C y s te in

LSS HSP HSS LSS HSP HSS

t 0, 8 13, 5 2, 8 20 , 8 17, 5 7, 1 30, 0

t 3, 0 49, 0 11, 8 46, 0 23, 6 8 , 3 23, 7

t 4, 5 52, 1 14, 1 69, 1 20, 4 6, 9 25, 8

t 6 , 5 49, 2 13, 6 95, 0 24, 4 8 , 3 32, 4

t 8, 0 42, 0 12, 4 - 40, 6 10, 8 49, 0

t 10, 0 120, 0 24, 4 82, 0 17, 7 82, 0 94, 0
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3. 9 A n a ly s e  d e s  E x o s p o r i u m s

Die H a u p tb e s t a n d te i le  d e r  F r a k t i o n  F ^  d e s  E x o s p o r i u m s  s in d  in  d e r  T a b e l l e  6 

aufgef t ih r t .  S ie  e rg e b e n  z u s a m m e n  d a s  gan ze  T ro c k e n g e w ic h t  d e r  M e m b ra n .

T a b e l l e  6 C h e m is c h e  Z u s a m m e n s e t z u n g  d e s  E x o s p o r i u m s

A n a ly s i e r t e  K om po nen te % T ro c k e n g e w ic h t

P r o t e i n  a) au s  A m in o s a u r e n a n a l y s e  

b) nach  L o w ry  b e s t i m m t

75

44

T o ta l  L ip ide

n e u t r a l e  L ip id e  

P h o sp h o l ip id e

25

22, 5 

2, 5

K o h le n h y d ra te 2

N u k le in s a u re n 0

D ip ic o l in s a u r e 0

T o ta l  P h o s p h o r

P h o s p h o r  in  P h o sp h o l ip id e n  

a n o r g a n i s c h e r  P h o s p h o r

0, 55

0, 1 

0 , 06

T o ta l 102, 55

D as E x o s p o r i u m  b e s t e h t  v o r  a l l e m  au s  P r o t e i n e n  und L ip id en .  A us d e r  

A u sb eu te  an  A m in o s a u r e n  b e i  d e r  A m in o s a u r e n a n a l y s e  w u rd e  e in  P r o t e i n -  

g eh a l t  von 75 % e r r e c h n e t .  Die d i r e k t e  P r o t e in b e s t im m u n g  n ac h  d e r  M e ­

thode  von  LOWRY et a l .  (1951) e r g a b  l e d ig l i c h  44 %. E s  konn ten  a l s o  n ich t  

a l le  P r o t e i n e  m i t  L o w ry  - R e a g e n s  D (2. 7) h e r a u s g e l o s t  w e rd e n .  D e r  A n­

te i l  an L ip id e n  b e t r u g  25 %. E r  s e t z t e  s i c h  a u s  2, 5 % P h o sp h o l ip id e n ,  b e -  

r e c h n e t  a u s  d e m  P h o s p h o r g e h a l t  d e s  C h lo r o f o r m  - M e th an o l  - E x t r a k t e s ,
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und 22, 5 % n e u t r a l e n  L ip id e n  z u s a m m e n .  Die m i t  A n th ro n  r e a g i e r e n d e n  

K o h le n h y d ra te  m a c h e n  i m  E x o s p o r i u m  2 % d e s  T r o c k e n g e w ic h t e s  a u s ,  b e i  

d en  S p o re n  3, 6 % . D e r  P h o s p h o r g e h a l t  im  E x o s p o r i u m  b e t r u g  0, 55 %. 

D avon w u rd e n  0, 1 % i m  C h lo r o f o r m  - M e th an o l  - E x t r a k t  und 0, 06 % a ls  

a n o r g a n i s c h e r  P h o s p h o r  b e s t i m m t .  Im  E x o s p o r i u m  k o n n ten  k e in e  N u k le in -  

s a u r e n  und k e in e  D ip i c o l in s a u r e  n a c h g e w ie s e n  w e rd e n .

3. 9. 1 A m in o s a u r e n a n a l y s e

D ie  A m in o s a u r e n a n a l y s e  d e r  b e id e n  h y d r o l y s i e r t e n  M e m b r a n f r a k t i o n e n

F j  und F ^  e r g a b  n a h e z u  i d e n t i s c h e  R e s u l t a t e  ( T a b e l l e  7) . N u r  g e r i n g e

U n te r s c h i e d e  s in d  im  G l u t a m i n s a u r e - ,  G lyc in  - und H is t id in g e h a l t  f e s t -

g e s t e l l t  w o rd e n .  B e id e  F r a k t i o n e n  w ie s e n  e in e n  hoh en  G e h a l t  an  h y d ro -

p hoben  A m in o s a u r e n  (L e u c in ,  I s o le u c in ,  V alin ,  P h e n y la l a n in  und P r o l in )

auf.  S ie  e r g a b e n  f u r  F^ 35, 2 % und fu r  F ^  34, 8 % . B e m e r k e n s w e r t  i s t

d e r  hohe  A n te i l  an  C y s t e i n s a u r e .  D e r  hoh e  A n te i l  an  C y s te in  kon n te  d u rc h  
14

d ie  A lk y l i e ru n g  m i t  C - m a r k i e r t e r  J o d e s s i g s a u r e  b e s t a t i g t  w e rd e n .  D e r  

d ab e i  b e s t i m m t e  A n te i l  (T a b e l l e  8) i s t  e tw a s  k l e i n e r .  D ie s  kan n  m o g l i c h e r -  

w e i s e  d a m i t  e r k l a r t  w e rd e n ,  d a s s  b e i  d en  g e w a h l te n  B e d in g u n g en  n ic h t  a l l e  

SH - G ru p p e n  a l k y l i e r t  w u rd e n ,  o d e r  d u r c h  F r e i s e t z e n  von f r e i e m  a l k y l i e r -  

t e m  C y s te in .

D ie  A m in o s a u r e n a n a l y s e  d e r  F r a k t i o n  F  d e r  k r i s t a l l n e g a t i v e n  M u tan te  

HB 9-1  i s t  m i t  d e r  g e z e i g t e n  n a h e z u  id e n t i s c h .
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T a b e l l e  7 A m in o s a u r e n  - Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  b e id en  F r a k t io n e n  

F j  und F^

D ie  R e s u l t a t e  s in d  a l s  yum ol/100 ^umol A m in o s a u r e n  d e r  

P r o b e  a n g eg eb en .  C y s t ( e ) in  w u rd e  n a c h  d e r  O x id a t io n  m i t  

P e r a m e i s e n s a u r e  a l s  C y s t e i n s a u r e  b e s t i m m t .

F 1 F 2

A s p a r a g i n s a u r e 11, 7 1 1 ,5

T h re o n in 6 , 2 5, 6
S e r in 3, 7 3, 8

G lu ta m in s a u r e 9, 0 7, 4

P r o l in 6 , 2 6 , 8

G lyc in 6 , 9 8, 8

A lan in 6, 2 5, 6
V alin 9, 7 8 , 5

C y s t e i n s a u r e 6 , 9 6 , 8

M eth io n in 0, 7 0 , 6

I s o le u c in 5, 5 5, 6
L e u c in 8 , 3 7 ,4

Ty r o s in S p u re n 1, 2
P h e n y la l a n in 5, 5 6 , 5

L y s in 6 , 2 6, 2

H is t id in 2 , 1 3 ,2

A rg in in 4, 8 4, 7

99, 6 100 , 2
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T a b e l l e  8 C y s te in b e s t im m u n g  d u rc h  A lk y l ie ru n g  m i t  C - J o d e s s i g s a u r e14

F ra k t io n R e a g e n s jumol SH / 
m g  P r o t e in

F j  U e b e r s t a n d E l l i s p u f f e r 0, 17

F j  S e d im e n t E l l i s p u f f e r 0 , 21

F ^  U e b e r s t a n d E l l i s p u f f e r 0, 23

F ^  S e d im e n t E l l i s p u f f e r 0, 23

F ^  U e b e r s t a n d H a rn s to f f  - M e rc a p to a th a n o l 0, 17

F ^  S e d im e n t H a r n s to f f  - M e r c a p to a th a n o l 0, 17

3. 9. 2 Die L ip id e  d e r  F r a k t io n e n  F^ und F

Die Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  F e t t s a u r e n  in  den  F r a k t io n e n  F^ und F ^  u n t e r -

s c h e id e t  s i c h  n ich t .  Die F e t t s a u r e n  C , ,  C „ , C und C e r g a b e n  zu-
15 l b  l o  l o

s a m m e n  ca .  80 % d e s  to t a le n  F e t t s a u r e g e h a l t e s .  A u s s e r  d en  b e r e i t s  e r ­

w ahn ten  F e t t s a u r e n  konn ten  noch  C^  ̂ , C , C ^  und C ^  ( z u s a m m e n  16 %) 

b e s t i m m t  w e rd e n .

32
D ie  P h o sp h o l ip id e  s ind  a u s  d en  P -  m a r k i e r t e n  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ 

und F ^  e x t r a h i e r t  und d u rc h  D u n n s c h ic h tc h ro m a to g ra p h ie  a u fg e t r e n n t  w o r ­

den  ( F ig u r  26). A ls  e in z ig e  P h o s p h o l ip id e  w u rd e n  in  b e id e n  F r a k t io n e n  

P h o s p h a t id y lg ly c e r in  (PG  67 %) , P h o s p h a t id y l e th a n o la m in  (P E  14 %), e ine  

n ic h t  i d e n t i f i z i e r t e  V e rb in d u n g  (17 %) und  S p u re n  von  D ip h o sp h a t id y lg ly c e r in  

(DPG) g e funden .  Bei d e r  u n b e k a n n te n  V erb in d u n g  kon n te  e s  s i c h  u m  L y s o -  

p h o sp h a t id y le th a n o la m in  h an d e ln ,  d a s  von  BULLA  und S T . JU L IA N  (1972) 

aus  S p o re n  von B. th u r in g i e n s i s  i s o l i e r t  w u rd e .
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F i g u r  26 R a d io c h r o m a to g r a m m  d e r  P h o sp h o l ip id e  d e s  E x o s p o r i u m s  

( F r a k t io n  F ^  )
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4 D I S K U S S I O N

Die V e r s u c h e  z e ig e n  e in e  hohe  S ta b i l i ta t  d e s  E x o s p o r i u m s .  E s  l a s s t  s i c h  

n u r  d u rc h  d r a s t i s c h e  A u f s c h lu s s m e th o d e n  von d e r  S p o re  t r e n n e n .  D ie s e  

hohe  S ta b i l i ta t  i s t  auch  in  d e r  L i t e r a t u r  a l s  c h a r a k t e r i s t i s c h e  E ig e n s c h a f t  

d e s  E x o s p o r i u m s  b e s c h r i e b e n  w o rd e n .  So w a re n  b e i  S ta m m e n  von  B a c i l lu s  

c e r e u s  e in s t i ind ige  B e s c h a l lu n g s z e i t e n  no tw endig  (B E R G E R  und M A R R , 

1960).

B ei B. c e r e u s  w urd e  d a s  E x o s p o r i u m  m i t  H ilfe  e i n e r  F r e n c h  - P r e s s  (G E R -  

HARDT und R I B I , 1964 ) o d e r  m i t  U l t r a s c h a l l  ( B E R G E R  und MARR , 1960 ) 

von den  S p o re n  g e t r e n n t .  D ie  l e t z t e r e  M eth o d e  i s t  n a ch  u n s e r e n  E r f a h r u n g e n  

v o rz u z ie h e n ,  w e il  d ie  S p o re n  in t a k t  b le ib e n  (vgl. 3. 1 ). Wenn geniigend ge -  

kuh lt  w i rd ,  kann  d ie  K e im u n g  d e r  S p o re n  und d e r  h i e r a u s  r e s u l t i e r e n d e  

V e r lu s t  d e r  L ic h tb re c h u n g  v e r h i n d e r t  w e rd e n .  F e r n e r  w e rd e n  be i  d e r  Be- 

s c h a l lu n g s m e th o d e  h o c h s t e n s  25 % d e r  D ip ic o l in s a u re  (DPA) d e r  S p o re n  

f r e ig e s e t z t ,  w a h re n d  b e im  A u f s c h l i e s s e n  m i t  d e r  F r e n c h  - P r e s s  c a .  50 % 

in  d ie  L o su n g  i ib e rg eh en  (vgl. 3. 1). Die DPA s c h e in t  i m  C y to p la s m a  und 

in  d e r  in n e r e n  V o r s p o r e n m e m b r a n  (IFSM) l o k a l i s i e r t  zu s e in  (ARONSON 

und F IT Z  - JA M E S  , 1968 ; G ERM A IN E und M U R R E L L , 1973 und 1974 ; 

L E A N Z  und G IL V A R G , 1973; SC H E R R E R  und G ER H A R D T  , 1972 ).

In d en  b e iden  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ und F ^  konn te  k e in e  DPA n a c h g e w ie s e n  

w e rd e n .  D ies  s t i m m t  m i t  d en  R e s u l t a te n  von B E R G E R  und MARR ( 1960 ) 

i ib e re in ,  d ie  z e ig e n  k onn ten ,  d a s s  be i  B. c e r e u s  k e in  Z u s a m m e n h a n g  zw i­

s c h e n  d e r  E x o s p o r i u m m e m b r a n  und d e r  DPA b e s t e h t .  E s  i s t  n ic h t  bek ann t ,  

w e lch e  V e r a n d e r u n g  in  d e r  S p o re  no tw end ig  i s t ,  d a m i t  D ip ic o l in s a u r e  a u s -  

t r e t e n  kann.

B ei  in ta k te n  S p o re n  von  B. th u r in g i e n s i s  i s t  es  r e l a t i v  e in fach ,  d u r c h  

N e g a t iv fa rb u n g  d a s  E x o s p o r i u m  im  E l e k t r o n e n m i k r o s k o p  zu id e n t i f i z i e r e n ,  

d a  e s  d ie  S p o re  wie e in e  l o s e  H u lle  u m g ib t .  S c h w ie r i g e r  i s t  e s  h in g eg en ,  

geniigend s t i c h h a l t i g e  K r i t e r i e n  z u r  Id e n t i f i z ie r u n g  d e s  E x o s p o r i u m s  zu 

finden ,  w enn e s  a l s  M e m b r a n f r a k t i o n  v o r l i e g t .  E in m a l  w e is e n  S p o re n -
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m e m b r a n e n  a h n l ic h e  F e i n s t r u k t u r e n  auf, und a u s s e r d e m  b e s i t z t  au ch  d ie  

S p o re n h u l le  e in e  d e m  E x o s p o r iu m  a h n l ic h e  h e x a g o n a le  S t r u k tu r  (VAIL und 

D OU GLAS, 1973 ; SHORT e t  a l .  , 1974 ). Da in  f r u h e r e n  A rb e i t e n  d ie  E x o ­

s p o r iu m  - F r a g m e n t e  n u r  auf G ru n d  i h r e r  h e x a g o n a le n  S t r u k tu r  id e n t i f i z i e r t  

w u rd e n ,  m u s s  m a n  s i c h  f r a g e n ,  ob d i e s e  E x o s p o r i u m p r a p a r a t e  n ic h t  au ch  

S p o re n h u l l e n f r a g m e n te  e n th ie l t e n .  Die A e h n l ic h k e i t  d e s  E x o s p o r i u m s  und 

d e r  S p o re n h u l le  z e ig te  s i c h  auch  in  v e rg l e ic h e n d e n  s e r o lo g i s c h e n  U n te r -  

su ch u n g en ,  wo be i  B. th u r in g i e n s i s  in  b e id e n  K r i s t a l l a n t i g e n e  ge funden  

w u rd e n  (S H O R T  e t  a l . , 197 4 ) .  E s  i s t  n ic h t  a u s g e s c h lo s s e n ,  d a s s  noch  

w e i t e r e  g e m e i n s a m e  K o m p o n en ten  v o rh a n d e n  s in d .  Bei u n s e r e r  A u f s c h lu s s -  

m e th o d e  konn te  k e in e  V e r a n d e r u n g  d e r  S p o re  f e s t g e s t e l l t  w e rd e n .  Im  P h a -  

s e n k o n t r a s t m i k r o s k o p  b l ieb  d ie  L ic h tb re c h u n g  b e s t e h e n ,  und i m  E le k t r o n e n -  

m i k r o s k o p  k o n n te  z w isc h e n  b e h a n d e l te n  und u n b e h a n d e l te n  S p o re n  k e in e  

S t r u k tu r a n d e r u n g  n a c h g e w ie s e n  w e rd e n .

D e r  A n te i l  d e r  F r a k t io n  F ^  w a r  von A n sa tz  zu A n sa tz  u n g e fa h r  k o n s ta n t ,  

w a h re n d  d e r j e n ig e  von F^ s t a r k  v a r i i e r t e .  D ies  l a s s t  v e r m u te n ,  d a s s  d ie  

b e id en  F r a k t io n e n  au s  v e r s c h ie d e n e n  T e i l e n  d e r  S p o re n  s t a m m e n .  D as 

m e n g e n m a s s i g e  V e r h a l tn i s  von  F^  : F ^  b e t r u g  m in d e s t e n s  1 : 10 .

Die n e g a t iv  g e f a r b te n  M e m b ra n b ru c h s t i i c k e  d e r  F r a k t i o n e n  F^ und F ^  z e i -  

gen  im  E le k t r o n e n m i k r o s k o p  e in e  a h n l ic h e  h e x a g o n a le  S t r u k tu r ,  j e d o c h  m i t  

u n t e r s c h i e d l i c h e r  G i t t e r g r o s s e .  D e r  R e ih e n a b s ta n d  in  F^ b e t r u g  58 i  5 A , 
in  F ^  73 t  5 A . Im  E x o s p o r i u m  von in ta k te n  S p o re n  v a r i i e r t e  d i e s e r  z w i­

s c h e n  65 und 75 A. U n te r s u c h u n g e n  an g e f r i e r g e a t z t e n  S p o r e n p r a p a r a t e n  

v om  g le ic h e n  B. th u r in g i e n s i s  - S ta m m  (S H O R T  e t a l . , 1 974 ; S O M E R ­

V IL L E  , u n p u b l . ) z e ig te n  e in e  h e x a g o n a le  S t r u k tu r  im  E x o s p o r i u m ,  bei  

e in e m  R e ih e n a b s t a n d  von  70 - 75 A . T i e f e r  g e le g e n e  h e x a g o n a l  s t r u k tu -  

r i e r t e  S c h ic h te n  d e r  S p o re n h u l le  w ie s e n  e in e n  k l e i n e r e n  R e ih e n a b s t a n d  von 

45 - 50 A auf.  Die S t r u k tu r e n  von F ^  und F ^  u n te r s c h e i d e n  s i c h  a l s o  d e u t-  

l i c h  von d e r  S t r u k tu r  d e r  S p o re n h u l le .  F ^  s c h e in t  d ie  E x o s p o r i u m f r a k t i o n  

zu s e in .  Die F r a g e  n a c h  d e m  U r s p r u n g  von F^ kann  v o r la u f ig  n ic h t  b e a n t -  

w o r te t  w e rd e n .  In g a n z e n  S p o re n  konn te  n ie  e in e  S c h ich t  g e funden  w e rd e n ,  

d e r e n  S t r u k tu r  d e r  F r a k t i o n  F^ e n t s p r o c h e n  h a t t e .
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D ie  h ex ag o n a le  S t r u k tu r  d e s  E x o s p o r i u m s  i s t  auch  bei a n d e r e n  S p o re n b i ld -  

n e r n  b e o b a c h te t  w o rd en ,  so  z. B. be i  B. f in i t im u s  (S O M E R V IL L E  e t  a l . ,

1971 ; SHORT et a l .  , 1974 ) m i t  e in e m  R e ih e n a b s ta n d  von 60 - 70 A in 

n e g a t iv  g e fa r b te n  P r a p a r a t e n  und von 70 - 80 A in  g e f r i e r g e a t z t e n  P r a p a ­

r a t e n .  G ER H A R D T  und RIBI (1964) b e s t im m t e n  im  n e g a t iv  g e fa r b te n  E x o ­

s p o r iu m  von B. c e r e u s  e in en  P u nk t  zu P u n k t - A b s ta n d  von  68 - 86 A, was 

e in e m  R e ih e n a b s ta n d  von 59 - 75 A e n t s p r i c h t .  B e i  B. m e g a t e r i u m  w u rd e  

von  BEAMAN und M i t a r b e i t e r n  (1972) e in en  P u n k t  zu P u n k t - A b s ta n d  von 

70 X g e m e s s e n .  Im  E x o s p o r i u m  von C lo s t r i d iu m  p a s t e u r i a n u m  fan den  

MACKEY und MORRIS (1972) sow ohl  b e i  n e g a t iv  g e f a r b te n  a l s  auch  in  g e ­

f r i e r g e a t z t e n  P r a p a r a t e n  zw ei u n te r s c h ie d l i c h  g r o s s e  S t r u k tu re n .  D ie  Di- 

s t a n z  von P u n k t  zu P u n k t  b e t r u g  50 A r e s p .  100 A. In e in z e ln e n  P r a p a r a ­

ten  w a re n  b e id e  S t r u k t u r g r o s s e n  n e b e n e in a n d e r  v o rh a n d e n .

D iinnschn it te  d u r c h  e in g e b e t te te  M e m b r a n b r u c h s tu c k e  von  und F ^  z e ig e n  

e ine  l a m e l l e n a r t i g e  S t r u k tu r .  E s  i s t  j e d o c h  n ic h t  s i c h e r ,  ob d ie s e  d u rc h  

e ine  A n e in a n d e r l a g e ru n g  von M e m b ra n b ru c h s t i i c k e n  w a h re n d  d e r  P r a p a -  

r i e r u n g  z u r  E le k t r o n e n m i k r o s k o p i e  z u s ta n d e  k a m ,  o d e r  ob w irk l ic h  m e h -  

r e r e  S ch ich ten  in  F^ und F ^  v o rh a n d e n  s in d .  Bei f r i ih e r e n  e l e k t r o n e n m ik r o s -  

k o p is c h e n  U n te r s u c h u n g e n  an D iin nschn it ten  d u rc h  g a n z e  S p o ren ,  d ie  nach  

d e r  g le ic h e n  M ethode  f i x i e r t  und e in g e b e t te t  w u rd en ,  konn ten  - a l l e r d i n g s  

be i  k l e i n e r e r  V e r g r o s s e r u n g  - k e in e  so lc h e n  S c h ic h te n  im  E x o s p o r iu m  

b e o b a c h te t  w e rd e n  (S O M E R V IL L E ,  1971 ; S O M E R V IL L E  und P I L L I N G E R , 

u n p u b l . ) .  Sowohl be i  M e m b ra n b ru c h s t i i c k e n  a l s  auch  b e i  S ch n i t ten  d u rc h  

g an ze  S p o re n  w u rd e  e in e  D icke  d e s  E x o s p o r i u m s  von 200 - 300 A g e m e s s e n .

A eh n l ich e  S t r u k tu r e n  w u rd en  im  E x o s p o r iu m  a n d e r e r  S p o re n b i ld n e r  b e o ­

b a c h te t .  So fa nd en  G ER H A R D T  und RIBI (1964) im  E x o s p o r iu m  von B. c e -  

r e u s  3 - 4  e le k t ro n e n d ic h te  S ch ich ten ,  d ie  e tw a  25 A d ick  w a r e n  und e inen  

A b s tan d  von 50 A (Z e n t r u m  zu Z e n t ru m )  a u fw ie s e n .  A u s g e p ra g te  l a m e l l e n ­

a r t i g e  S t r u k tu r e n  w u rd e n  bei A r t e n  d e s  G enu s  C lo s t r i d iu m  gefunden ,  z. B. 

be i  C. p a s t e u r i a n u m  (M A C K E Y  und M O R RIS , 1972 ) und be i  C. b o tu l in u m  

(W A L K E R ,  1970 ; STEV ENSO N  e t  a l .  , 1972; STEV ENSO N  und V A U GH N ,

1972 ). Bei C . b o tu l in u m  kon n ten  im  E x o s p o r i u m  b i s  zu 15 e le k t ro n e n d ic h te  

S ch ic h te n  g e z a h l t  w e rd e n .
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BEAMAN und M i t a r b e i t e r  (1972) b e o b a c h te te n  b e i  B. m e g a t e r i u m  p l a n a r e  

E in s c h l i i s s e ,  d ie  an  d e r  I n n e n s e i te  d e s  E x o s p o r i u m s  a n g e la g e r t  w a r e n .  In 

Q u e r s c h n i t t e n  w ie s e n  d ie s e  e in e  d e u t l ic h e  L a m e l l e n s t r u k t u r  auf m i t  1 - 2 0  

e le k t ro n e n d ic h te n  S c h ic h te n  in  e in e m  A b s tan d  von 55 X. A eh n l ich e  E in  - 

s c h l i i s s e  s ind  auch  be i  B. c e r e u s  (G ERH ARD T und R IB I ,  1964 ) g e funden  

w o rd e n ,  kon n ten  a b e r  n ie  in  B. th u r in g i e n s i s  f e s t g e s t e l l t  w e rd e n .  W a h r -  

s c h e in l i c h  w e rd e n  d i e s e  E in s c h l i i s s e  a m  E x o s p o r i u m  s y n t h e t i s i e r t  ( B E A ­

MAN e t  a l .  , 1972 ) . E s  i s t  noch  n ich t  e r w ie s e n ,  ob e in  Z u s a m m e n h a n g  m i t  

d en  P a r a s p o r a l k o r p e r n  von B. th u r in g i e n s i s  und v o r  a l l e m  m i t  B. f in i t im u s  

b e s t e h t ,  wo d e r  K r i s t a l l  j a  e b e n fa l l s  an  d e r  I n n e n s e i te  d e s  E x o s p o r i u m s  ge -  

b i ld e t  w i rd .

Die b e id e n  i s o l i e r t e n  M e m b r a n f r a k t io n e n  und F ^  e n th a l te n  T o x in  m i t  

e i n e r  s p e z i f i s c h e n  A k t iv i ta t ,  d ie  in  d e r  g le ic h e n  G r o s s e n o r d n u n g  l i e g t  w ie  

d ie  d e r  P r o t e i n k r i s t a l l e .  D ie s e  T o x in a k t iv i ta t  k a n n  s o m i t  n ic h t  von  V e ru n -  

r e in ig u n g e n  m i t  K r i s t a l l e n  h e r r i i h r e n .  Z u d e m  w u rd e n  in  d en  b e id e n  F r a k ­

t io n e n  n ie ,  w e d e r  im  P h a s e n k o n t r a s t -  noch  im  E le k t r o n e n m i k r o s k o p ,  K r i ­

s t a l l e  b e o b a c h te t .  N ach  d e r  U l t r a s c h a l lb e h a n d lu n g  k onn te  b e d e u te n d  m e h r  

T ox in  a u s  den  S p o re n  h e r a u s g e l o s t  w e rd e n .  E s  s c h e in t ,  d a s s  d a s  T oxin  

n ach  d i e s e r  B eh and lu ng  l e i c h t e r  e x t r a h i e r b a r  i s t .  D as  E x o s p o r iu m to x in  

i s t  wie  d a s  K r i s t a l l t o x i n  (S O M E R V IL L E  und P O C K E T T ,  1975) h i t z e la b i l  

und w ird  au ch  in  H a r n s t o f f - M e r c a p to a t h a n o l  und N a t ro n la u g e  t e i lw e i s e  

in a k t iv i e r t .

A us d e r  V e r te i lu n g  d e s  T o x ins  in  d en  S p o re n f r a k t io n e n  u n te r  B e r u c k s i c h -  

t igu ng  d e r  A u sb e u te  an M e m b ra n b ru c h s t i i c k e n  kann  m a n  s c h l i e s s e n ,  d a s s  

m i n d e s t e n s  50 % d e s  g e s a m te n  S p o re n to x in s  im  E x o s p o r i u m  l o k a l i s i e r t  i s t .  

Das E x o s p o r i u m  i s t  a l s o  n ic h t  d e r  e in z ig e  T o x in t r a g e r  in  d e r  S p o re .  In 

d ie s e  R ich tun g  w e i s e n  au ch  d ie  R e s u l t a te  von  SH ORT e t  a l .  (1974) . E s  ge -  

lang  ih nen ,  m i t  f e r r i t i n m a r k i e r t e n  K r i s t a l l a n t i s e r e n  K r i s t a l l a n t i g e n e  in  

d e r  S p o ren h i i l le  e l e k t r o n e n m ik r o s k o p i s c h  n a c h z u w e is e n .

A us d e r  im m u n o lo g i s c h e n  C h a r a k t e r i s i e r u n g  geh t h e r v o r ,  d a s s  d a s  E x o ­

s p o r iu m  und d e r  K r i s t a l l  m i n d e s t e n s  e in  g e m e i n s a m e s  A ntigen  b e s i t z e n .  

G egen  d i e s e s  A n tigen  w e rd e n  sow ohl be i  d e r  Im m u n i s ie r u n g  m i t  K r i s t a l l -



- 79 -

a ls  auch  m i t  E x o s p o r iu m a n t ig e n e n  A n t ik o r p e r  g e b i ld e t .  A l le r d in g s  w a r  es 

no tw endig , d ie  E x o s p o r iu m a n t ig e n e  v o rg a n g ig  m i t  E l l i s p u f f e r  zu e x t r a h i e r e n ,  

da  in  den  M e m b r a n b r u c h s tu c k e n  a n d e r e  D e te r m in a n te n  in  i h r e r  W irk un g  a ls  

A n tigen e  a k t i v e r  zu s e in  s c h e in e n ,  w as  s i c h  i m  F e h le n  d e r  e n t s p re c h e n d e n  

A n t ik o r p e r  im  A n t i s e r u m  an ti  F ^  S -9  m a n i f e s t i e r t .  Die A b so rp t io n  d e r  A n t i ­

k o r p e r  anti A au s  d e m  K r i s t a l l a n t i s e r u m  m i t  E x o s p o r iu m a n t ig e n e n  w e is t  

auf A n tigen  A a ls  d ie  g e m e i n s a m e  K o m p o n en te  h in .  D ie s e  V e rm u tu n g  be-  

s t a t ig e n  d ie  m i t  d e m  m o n o s p e z i f i s c h e n  A n t i s e r u m  an ti  A e r h a l t e n e n  R e s u l -  

t a t e .  D as  E x o s p o r i u m -  und d a s  K r i s t a l l t o x i n  kann m i t  d e m  E x o s p o r iu m  - 

und auch  m i t  d e m  K r i s t a l l a n t i s e r u m  v o l l s ta n d ig  p r a z i p i t i e r t  w e rd e n .  S o m it  

i s t  d ie  g e m e i n s a m e  K o m p on en te  A ntig en  A fu r  d ie  T o x in w irk u n g  in  be iden  

E x t r a k t e n  v e r a n t w o r t l i c h .  Mit d e m  A n t i s e r u m  a n ti  A w ird  aus  d e m  K r i s t a l l -  

und E x o s p o r i u m e x t r a k t  e tw a  d ie  g le ic h e  P r o t e in m e n g e  a u s g e f a l l t .  D e r  p r o -  

z e n tu a le  T o x in a n te i l  s c h e in t  im  E x o s p o r i u m -  und K r i s t a l l e x t r a k t  g le ic h  

g r o s s  zu s e in .  D ies  e n t s p r i c h t  den  R e s u l t a t e n  d e s  B io t e s t s ,  be i  d e m  in b e i ­

den  E x t r a k t e n  u n g e fa h r  d ie  g le ic h e  s p e z i f i s c h e  T o x in a k t iv i ta t  ge fu nd en  w u rd e .

Die 3 K r i s t a l l a n t i g e n e  A, B und C, d ie  auch  den  3 H aup tb and en  im  S D S-G el 

e n t s p re c h e n ,  s ind  von NORRIS (1969) in  K r i s t a l l e n  d e s  g le ic h e n  B. t h u r i n ­

g ie n s i s  - S ta m m e s  ge funden  w o rd e n .  G le ic h z e i t ig  s t e l l t e  e r  e in e  hohe  to x i ­

s c h e  A k t iv i ta t  d e s  A n tig en s  A f e s t .  D ie s e s  A n tigen  A konn te  von  H E R B E R T  

e t  a l .  (1971) i s o l i e r t  und a ls  d ie  e in z ig e  to x i s c h e  K r i s t a l l k o m p o n e n te  id en -  

t i f i z i e r t  w e rd e n .  L e t z t e r e s  geh t  auch  aus  u n s e r e n  R e s u l t a te n  h e r v o r .  F u r  

das  A ntigen  A w u rd e  b e i  d e r  S D S - G e le le k t r o p h o r e s e  und au s  A m in o s a u r e n -  

a n a ly s e n  e in  M o le k u la rg e w ic h t  von  c a .  70 '000 b e s t i m m t  (B . H E R B E R T  

und H . S O M E R V IL L E ,  p e r s o n l i c h e  M itte ilung)  . Die E n d g ru p p e n a n a ly s e  

d e u te te  au f  e in  r e i n e s  P r o t e i n  h in ,  d a s  w e d e r  m i t  T r y p s i n  noch m i t  D a r m -  

s a f tp r o t e a s e n  von  P i e r i s  b r a s s i c a e  w e i t e r  a b g eb au t  w e rd e n  konn te  ( H . 

SO M E RV IL L E  , p e r s o n l i c h e  M it te i lu ng ) .

N eben  den s e r o lo g i s c h e n  U n te r s u c h u n g e n  d eu ten  au ch  d ie  R e s u l t a te  d e r  

S D S -G e le le k t ro p h o re s e  auf d ie  K o m po nen te  A a l s  d ie  d e m  K r i s t a l l  und E x o ­

s p o r iu m  g e m e i n s a m e  K o m p o n e n te  h in .  D as B a n d e n m u s t e r  d e r  K r i s t a l l e x -  

t r a k t e  im  S D S-G el  e n t s p r i c h t  d en  von  H E R B E R T  e t  a l .  (1971) und S O M E R ­

V IL LE  und P O C K E T T  (1975) ge fundenen .
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M it d e m  A n t i s e r u m  a n ti  HB 9-1  g eg e n  d a s  E x o s p o r i u m  d e r  k r i s t a l l n e g a -  

t iv e n  M u tan te  konn te  d ie  E x o s p o r i u m s y n t h e s e  im  W ild typ  S -9  u nab han g ig  

von den  K r i s t a l l a n t i g e n e n  u n t e r s u c h t  w e rd e n .  D ie  d a r a u s  fo lg en d e n  R e s u l ­

t a t e  z e ig e n ,  d a s s  d ie  E x o s p o r i u m  - und K r i s t a l l a n t i g e n e  g le i c h z e i t ig  g e b i ld e t  

w e rd e n .  Die e r s t e n  K r i s t a l l p r o t e i n e  s ind  von L E C A D E T  und D EDONDER 

(1971) im  g le ic h e n  S p o r u l a t i o n s s t a d iu m  g e funden  w o rd e n .  Die E x o s p o r i u m -  

und K r i s t a l l s y n t h e s e  d a u e r t  5 - 6  S tunden  und v e r l a u f t  g le ich ,  d . h .  d a s  V e r -  

h a l tn is  d e s  E x o s p o r i u m p r o t e in s  zu m  K r i s t a l l p r o t e i n  i s t  w a h re n d  d e r  g a n z e n  

S y n th e s e  k o n s ta n t .  In B. t h u r in g i e n s i s  w i rd  d a s  E x o s p o r i u m  z u r  g le ic h e n  

Z e i t  wie d e r  K r i s t a l l  und v o r  d e r  S po renh i i l le  g e b i ld e t .  E in e  a h n l ic h e  Se- 

quenz b e o b a c h te te n  M U R R E L L  et a l .  (1969) und OHYE und M U R R E L L  (1973)

in B. c e r e u s .  Obwohl d ie  E x o s p o r iu m a n t ig e n e  g le i c h z e i t ig  m i t  d e r  K r i s t a l l  -
35s y n th e s e  e r s c h e in e n ,  e r f o lg t  d ie  A u fn ah m e  von S - m a r k i e r t e m  C y s te in  

e r s t  geg en  d a s  E n d e  d e r  M e m b r a n s y n t h e s e .  G le ic h e  E r g e b n i s s e  e r h i e l t e n  

ARONSON und F I T Z - J A M E S  (1 9 6 8 ) ,  d ie  a u sg e d e h n te  E in b a u v e r s u c h e  m i t  

r a d io a k t iv  m a r k i e r t e n  A m in o s a u r e n  in  F r a k t io n e n  d e r  S p o ren h i i l le  bei
3

B. c e r e u s  d u r c h f u h r t e n .  A uch d ie  A u fn a h m e r a te n  f i ir  H - L e u c in  e n t s p r e -  

chen  w a h re n d  d e r  u n te r s u c h te n  P e r i o d e  e tw a  d en  von ARONSON und F I T Z -  

JA M E S (1968) b e s t im m t e n .

D as E x o s p o r i u m  b e s t e h t  h a u p t s a c h l i c h  a u s  P r o t e i n  und e x t r a h i e r b a r e n  L i ­

p iden  . E s  k an n  je d o c h  n ic h t  a u s g e s c h lo s s e n  w e rd e n ,  d a s s  au ch  L ip o p ro t e in e  

v o rh a n d e n  s in d .  D as E x o s p o r i u m  von B. th u r in g i e n s i s  und B. c e r e u s  (M ATZ 

e t  a l .  , 1970) u n t e r s c h e i d e t  s i c h  v o r  a l l e m  im  P o ly s a c c h a r i d g e h a l t .  So b e -  

s t e h e n  d ie  n a ch  d e r  M ethode von  G ER H A R D T  und RIBI (1964) i s o l i e r t e n  

M e m b r a n b r u c h s tu c k e  von B. c e r e u s  nach  M A TZ e t  a l .  (1970) zu 20 % d es  

T ro c k e n g e w ic h te s  au s  P o l y s a c c h a r i d e n .  B e i  B. th u r in g i e n s i s  s ind  e s  n u r  

2 %. A uch  w e is t  d ie  M e m b ra n  in  d ie s e n  b e id en  O r g a n i s m e n  e in e  u n t e r s c h i e d -  

l i c h e  A m in o s a u r e n z u s a m m e n s e t z u n g  auf. Die F r a k t io n e n  F^ und F ^  von

B. th u r in g i e n s i s  e n th a l te n  v ie l  C y s t ( e ) in  (6 , 8 %), wovon 2 /3  be i  d en  g e w ah l-  

ten  B ed in gu ng en  a l k y l i e r t  w e rd e n  ko nn ten .  E in e n  a h n l ich  h oh en  C y s te in g e -  

h a l t  fa nd en  KONDO und F O S T E R  (1967) in  d e r  S D S - lo s l ic h e n  p a r a k r i s t a l l i n e n  

F r a k t i o n  d e r  S po renh i i l le  von B. m e g a t e r i u m  (8, 2 %) . U n lo s l ic h e  S p o re n -  

h i i l l e f ra k t io n e n  e n th a l te n  b ed e u te n d  w e n ig e r  C y s te in ,  n a m l ic h  2, 3 % bei
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B. s u b t i l i s  (SP U D IC H  und K O H N B E R G , 1968 ) und 3 ,4  % b e i  B. c e r e u s  

( ARONSON und F I T Z  - JA M E S , 1968 ) .  D i e s e r  h ohe  C y s te in -A n te i l  t r a g t  

s i c h e r  au ch  z u r  S c h w e r lo s l i c h k e i t  d e r  M e m b ra n e n  be i.

D ie R e s u l t a te  l a s s e n  v e r m u te n ,  d a s s  b e id e  F r a k t io n e n ,  F^ und F ^  B e s ta n d -  

t e i l e  d e s  E x o s p o r i u m s  s in d .
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5 Z U S A MM E N F A S S U N G

D as E x o s p o r i u m  von B a c i l lu s  th u r in g i e n s i s  w u rd e  d u r c h  U l t r a s c h a l l  von

d en  S p o re n  a b g e t r e n n t  und m i t t e l s  D i f f e r e n t i a l  - und G r a d ie n tz e n t r i f u g a t io n

i s o l i e r t .  Die b e id e n  r e s u l t i e r e n d e n  M e m b r a n f r a k t io n e n  F .  und F  w u rd e n
1 2

im  E l e k t r o n e n m i k r o s k o p  m i t  d e m  E x o s p o r i u m  d e r  in ta k te n  S p o re n  v e r g l i -  

chen . A u s s e r d e m  w u rd en  v e r g l e i c h e n d e  s e r o lo g i s c h e  und g e l e l e k t r o p h o r e -  

t i s c h e  U n te r s u c h u n g e n  m i t  den  E x o s p o r i u m  - und K r i s t a l l p r o t e i n e n  d u r c h -  

geft ih r t .

A us d e n  M e m b r a n f r a k t io n e n  F^ und F ^  , d ie  s i c h  n u r  in  b ezug  au f  ih r e  

D ich te  und d ie  G i t t e r g r o s s e  d e r  h e x a g o n a le n  S t r u k tu r  u n t e r s c h i e d e n ,  konnte  

e in  g eg en  P i e r i s  b r a s s i c a e  w i r k s a m e s  h i t z e l a b i l e s  T oxin  e x t r a h i e r t  w e rd e n .  

Die s p e z i f i s c h e  A k t iv i ta t  w a r  m i t  d e r j e n ig e n  e i n e r  K r i s t a l l o s u n g  v e r g l e i c h -  

b a r .  D ie s e s  T ox in  w u rd e  m i t  K r i s t a l l a n t i s e r u m  v o l l s t a n d ig  in a k t iv i e r t .  Mit 

e in e m  g eg en  d a s  E x o s p o r iu m  g e b i ld e te n  A n t i s e r u m  konn te  au ch  d a s  g e s a m te  

K r i s t a l l to x i n  p r a z i p i t i e r t  w e rd e n .  E s  z e ig te  s ic h ,  d a s s  d a s  E x o s p o r i u m ­

tox in  m i t  d e m  K r i s t a l l t o x i n  s e r o l o g i s c h  id e n t i s c h  i s t  und w a h r s c h e i n l i c h  

e b e n fa l ls  e in  M o le k u la rg e w ic h t  von  ca .  70 '000 b e s i t z t .

Die S y n th e s e  d e s  E x o s p o r i u m s  und d e s  P r o t e i n k r i s t a l l s  f in de t  g le i c h z e i t ig  

s t a t t  und b eg in n t  z w isc h e n  t und t (Z e i t  in  S tunden  n ach  d e m  E n d e  d e r  

e x p o n e n t ie l l e n  P h a s e )  . S ie d a u e r t  c a .  6 S tunden .  P a r a l l e l  d az u  e r f o lg t  auch  

d ie  T o x in s y n th e s e .

D as E x o s p o r i u m  i s t  v o r  a l l e m  au s  P r o t e i n e n  (ca .  75 %) und L ip id e n  (ca .  25 %) 

au fgeb au t .  D ie  P r o t e in e  s ind  s c h w e r  lo s l i c h  und z e ic h n e n  s ic h  d u r c h  e inen  

hohen  C y s te in g e h a l t  (ca .  6, 8 % d e r  A m in o s a u re n )  a u s .  Die L ip id e  s in d  aus 

90 % n e u t r a l e n  L ip id e n  und 10 % P h o sp h o l ip id e n  z u s a m m e n g e s e t z t .  E s  kon n ­

te n  le d ig l i c h  2 % P o ly s a c c h a r i d e  n a c h g e w ie s e n  w e rd e n .
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Z u r ic h ,  A b te i lu n g  f u r  N a tu r w i s s e n s c h a f t e n .

D ip lo m  a ls  N a t u r w i s s e n s c h a f t e r  m i k r o b i o l o g i s c h - 

b i o c h e m i s c h e r  R ic h tu n g . im  H e r b s t  1970.

1975 W is s e n s c h a f t l i c h e r  M i t a r b e i t e r  a m  M ik ro b io lo g is c h e n

In s t i tu t  d e r  E T H Z i A u s fu h ru n g  d e r  P r o m o t i o n s a r b e i t .  

D a z w isc h e n  A u fen th a l t  in  d en  S he ll  R e s e a r c h  L a b o r a -  

t o r i e n ,  S i t t in g b o u rn e ,  E n g lan d ;  J a n u a r  - M ai 1973 

und S e p te m b e r  - J u n i  1973 /  74.



L E B E N S L A U F

1954 - 1955

1955 - 1960 

1960 - 1966

1966 - 1970 

1971 - 1975

G e b o re n  a m  6 . J u n i  1947 in  R o r s c h a c h e r b e r g .  

P r i m a r s c h u l e  in  R o r s c h a c h e r b e r g  /  SG 

P r i m a r s c h u l e  in  D avos  / GR

an  d e r  S c h w e iz e r i s c h e n  A lp in en  M i t t e l s c h u le  in  D avos ,  

M a t u r i t a t  T y p u s  C.

S tu d ium  an  d e r  E id g e n o s s i s c h e n  T e c h n is c h e n  H o c h sc h u le  

Z u r ic h ,  A b te i lu n g  fiir  N a tu r w is s e n s c h a f t e n .

D ip lo m  a l s  N a t u r w i s s e n s c h a f t e r  m i k r o b io lo g i s c h  - 

b i o c h e m i s c h e r  R ich tu n g  i m  H e r b s t  1970.

W is s e n s c h a f t l i c h e r  M i t a r b e i t e r  am  M ik ro b io lo g is c h e n  

In s t i tu t  d e r  E T H Z ,  A u sfu h ru n g  d e r  P r o m o t i o n s a r b e i t .  

D a z w isc h e n  A u fen th a l t  in  den  S h e l l  R e s e a r c h  L a b o r a ­

t o r i e s  S i t t in g b o u rn e ,  E n g lan d ;  J a n u a r  - M ai  1973 

und S e p te m b e r  - J u n i  1973 /  74.

?


