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1 EINLEITUNG

Das wichtigste Bakterium fiir die biologische Insektenbekdmpfung ist

Bacillus thuringiensis (ANGUS, 1968 und 1971). Dieser Organismus bildet

mehrere gegen Insekten aktive Agenzien, deren Produktion von Stamm zu
Stamm variiert und auch von den Kulturbedingungen abhéngig ist (DULMAGE,
1970 und 1971; SCHERRER et al., 1973). Die B. thuringiensis-Toxine

sind von HEIMPEL (1967) wie folgt bezeichnet worden:

« -Exotoxin, Phospholipase C

/3 -Exotoxin, ein hitzestabiles Toxin, dessen Struktur und Wirkung im
Detail von BOND et al. (1971) und SOMERVILLE (1973)
diskutiert wurde

J‘-Exotoxin, eine nicht identifizierte Phospholipase

$ -Endotoxin, Toxin des kristallinen Parasporalkdrpers

Das & -Endotoxin zeichnet sich durch seine spezifische Wirkung gegen
Lepidopteren aus und scheint keine Wirkung auf andere Organismen zu
haben. Das Wirkungsspektrum ist von BURGERJON und MARTOURET
(1971) beschrieben worden. Kiirzlich wurde jedoch auch eine antitumorale

Wirkung des 6 -Endotoxins behauptet (PRASAD und SHETHNA, 1974).

B. thuringiensis ist mit B. cereus nahe verwandt (KRIEG, 1968). Einige

Stdmme von B. thuringiensis und B. cereus haben gemeinsame Sporen-

antigene, und zudem ist ein Phage bekannt, der zwischen diesen beiden
Organismen kreuzreagiert (NORRIS, 1961). Der augenfilligste Unterschied
zwischen den beiden Organismen ist der bei B. thuringiensis wdhrend der
Sporulation neben der Endospore gebildete Parasporalkérper. Dieser Para-
sporalkérper wurde zuerst von BERLINER (1915) und spdter von HANNAY
(1953) entdeckt. Er besitzt die Form eines rhomboedrischen Kristalls
(HANNAY, 1956) und besteht zum gréssten Teil, wenn nicht vollstindig,
aus Proteinen (HANNAY und FITZ-JAMES, 1955; HOLMES und MONRO,
1965). ANGUS (1954 und 1956) demonstrierte den direkten Zusammenhang

zwischen dem Proteinkristall und der insektenpathogenen Wirkung. Die



Synthese des Proteinkristalls erfolgt gleichzeitig mit der Sporenbildung
und scheint mit dieser gekoppelt zu sein (YOUNG und FITZ-JAMES, 1959).
Bei suboptimalen Temperaturen (z. B. 18° C, SMIRNOFF, 1963) sowie
nach Zugabe einer bestimmten Menge Erythromycin (ARESCALDINO, 1969)
werden wohl Parasporalkérper, aber keine intakten Sporen gebildet.
Ausserdem sind Mutanten bekannt, die Kristalle bilden, ohne den Sporula-
tionszyklus vollstdndig zu durchlaufen (RIBIER und LECADET, 1973;
SOMERVILLE, 1971; LUETHY und ANKWANDA, unpubl. ).

Die Bildung des Proteinkristalls beginnt zwischen den Sporulationsstadien
(definiert von MURRELL, 1967) II und III (LECADET und DEDONDER,

1971; RIBIER und LECADET, 1973). Der Kristall wird zum grdssten Teil
""de novo' aus Aminosduren synthetisiert, die beim Abbau von intracelluldren
Proteinen wihrend des ''protein turnover'' der ersten Sporulationsphasen

entstehen (MONRQO, 1961 a + b).

Die Struktur des Parasporalkérpers wurde im Elektronenmikroskop von
LABAW (1964), NORRIS und WATSON (1960), NORRIS (1969 und 1971) sowie
von HOLMES und MONRO (1965) durch Réntgendiffraktion eingehend unter-
sucht. Die kristalline Natur ist von allen bestdtigt und schliesslich eine
Einheitszelle von 47 & x 120 & bestimmt worden. Der Kristall liegt mit der
Spore zusammen innerhalb des Sporangiums, aber ausserhalb des Exospo-
riums. Nur bei B, finitimus, als einziger Ausnahme, liegt der Kristall

innerhalb des Exosporiums (NORRIS, 1970; SOMERVILLE et al., 1971).

DELAFIELD et al. (1968) und SOMERVILLE et al, (1968 und 1970) zeigten
eine biochemische und immunologische Beziehung zwischen Kristallproteinen
und einer Proteinfraktion, die mit kristallosenden Reagenzien aus Sporen
extrahiert werden konnte. Diese Resultate wurden von LECADET und
DEDONDER (1971) und LECADET et al. (1972) bestétigt. Kiirzlich gelang

es SHORT et al. (1974), Kristallantigene in der Sporenwand und im Exo-
sporium nachzuweisen. Mit kristallésenden Reagenzien konnte Insektentoxin
aus den Sporen von B. thuringiensis und B. cereus extrahiert werden

(SOMERVILLE und POCKETT, 1975).
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Diinnschnitte durch sporulierende Zellen von B. thuringiensis zeigten, dass

der noch nicht vollstdndig synthetisierte Kristall am Exosporium angelagert
ist (SOMERVILLE und JAMES, 1970; SOMERVILLE, 1971). Auch in kristall-
bildenden sporennegativen Mutanten wird das Exosporium ausgebildet.Es
bleibt widhrend der ganzen Kristallsynthese am Kristall angelagert und wird
schliesslich lysiert (SOMERVILLE, unpubl.). Ueber die Funktion des Exo-
sporiums, das wdhrend der Sporulation innerhalb der Bakterienzelle gebildet
wird (HANNAY, 1956; CHAPMAN, 1956; NORRIS und WATSON, 1960) und
bei B. cereus einen kristallinen Aufbau der Basalmembran aufweist

(GERHARDT und RIBI, 1964), ist sehr wenig bekannt.

Wéhrend der Sporulation wurden keine 18slichen Antigene gefunden (MONRO,
1961 a); NORRIS, 1969), und die Aufnahme radioaktiver Aminosduren in
die Kristalle erfolgte gleichzeitig mit der Bildung von Kristallantigenen
(SOMERVILLE, 1971)., ARONSON (1965) fand in sporulierenden Zellen
eine membrangebundene RNS-Fraktion. Er nahm an, dass es sich um

einen stabilen Messenger fiir die Synthese der Sporenhiille handelt. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass das Exosporium als Basis fiir die
Zusammenlagerung der Proteineinheiten zum Kristall dient und méglicher-

weise auch fiir die Synthese des Kristalls und der Sporenhiille verantwortlich
ist.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Exosporium isoliert sowie charakteri-

siert, ferner seine Zusammensetzung und vor allem die Beziehung zum

Kristall und dem Endotoxin gepriift.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Organismen

Als Ausgangsstamm diente Bacillus thuringiensis var. tolworthi Serotyp 9

(S-9). Durch direkte Selektion wurde ein Streptomycin-resistenter Stamm
erhalten (SOMERVILLE, 1971) und davon durch Behandlung mit N-methyl-
N'-nitro-N-nitrosoguanidin ein akristallogener Stamm mit konventionellen

Methoden isoliert. Diese Mutante wird im Weiteren als Bacillus thuringiensis

HB 9-1 bezeichnet. Beide Stimme wurden freundlicherweise von H. Somer-
ville, Shell Research, Sittingbourne, England, zur Verfiigung gestellt. Die
Stdmme wurden als Sporen auf Schridgagar (Ndhragar Oxoid) bei 4° C aui-

bewahrt.

2.2 Ndhrmedien und Ziichtungsbedingungen

Alle Medien wurden mit entionisiertem Wasser hergestellt und im Autoklaven
wihrend 20 Minuten bei 120° C sterilisiert. Zur Gewinnung des Sporenmaterials
wurde in der Regel Oxoid Ndhragar (28 g/1000 ml) mit den Zusétzen von

10 ml 8%igem Calciumchlorid und 10 ml 5%igem Manganchlorid (MnClz‘ 4H20)
pro Liter verwendet, wobei die Zusétze separat sterilisiert und erst nach

dem Abkiihlen auf 50° C zugegeben wurden. Dann wurde das Medium in

Petrischalen oder Agarflaschen gegossen.

In einzelnen, speziell erwidhnten Fillen, wurde das Vollmedium nach YOUSTEN
und ROGOFF (1969) jedoch mit 0, 3 % Glucose (Rogoff-Medium) verwendet.
Dabei wurde in Erlenmeyerkolben auf einer rotierenden Schiittelmaschiene

geziichtet.

Zur Herstellung von 32P markierten Sporen wurden zu 200 ml Oxoid N&hr-
agar 0,2 ml 32P markiertes Orthophosphat (2 mCi) zugegeben, zusammen
autoklaviert und vor dem Giessen in Petrischalen Calciumchlorid und Man-

ganchlorid wie oben erwdhnt, beigefiigt.



Fiir das Studium von Sporulationsvorgingen (Antigenbildung, Einbau radio-
aktiv markierter Aminosiduren) wurden die Zellen in einem 2-Liter Tisch-
fermenter in einem Liter Medium geziichtet. Dieses Medium hatte folgende

Zusammensetzung (NORRIS, 1969):

g/l
Lab Lemco broth (Oxoid) 3,2
Pepton (Difco) 4,8
KNO, 7,5
N32804-7H2O 0,16
MnSO4'4H20 0,0017
Fe2(504)3 0,015
ZnSO4' 7H20 0,12
KHZPO4 102
KOH 4,95

Das pH betrug 6, 1.
Apparat und Methode sind von NORRIS und Mitarbeitern (1970) beschrieben

worden. Das Wachstum wurde durch die Messung der optischen Dichte (OD)

bei 660 nm bestimmt.

Alle Medien wurden mit wachsenden Zellen in der spiten exponentiellen
Phase aus einer mit Sporen angeimpften Vorkultur in "'nutrient broth''(Oxoid)
beimpft und bei 30° C inkubiert. Die Inkubationszeit im Flissigmedium be-

trug 2-3 Tage, auf Ndhragar 4-5 Tage.

2.3 Gewinnung und Reinigung des Sporenmaterials

Die sporulierten Zellen wurden mit eisgekiihltem 0, 02 M K-K-Phosphat-
puffer pH 7,1 und 0, 01 % Triton X-100 von der Agaroberfliche weggewaschen,
zentrifugiert (15 Minuten mit 10'000 x g) und 3 x mit Puffer gewaschen. Die
folgenden Trennschritte wurden alle mit eiskalten Lsungen im Kiihlraum

ausgefiihrt, um das Auskeimen der Sporen zu verhindern.



2.3.1 Trennung der Sporen und Kristalle von vegetativen Zellen und

Zelltrimmern

Die Trennung erfolgte in dem von SACKS und ALDERTON (1961) entwickelten

2-Phasensystem X.

10, 56 g Polyidthylenglycol 4000 wurden in 30 ml 0, 02 M K-K-Phosphatpuffer
pH 7,1 mit 0, 01 % Triton X-100 aufgelést, 33,9 ml 3 M K-K-Phosphatpuffer
pH 7,1 hinzugefigt und das Volumen mit 0, 02 M Phosphatpuffer- Triton auf

90 ml eingestellt. Ca. 2 g Zellen (Nassgewicht) wurden in 10 ml 0,02 M
Phosphatpuffer-Triton resuspendiert und zusammen mit dem obigen Gemisch
in einem Scheidetrichter kréftig geschiittelt. Die obere Phase enthdlt die
Sporen und Kristalle, die untere vegetative Zellen, Zelltrimmer und kei-
mende Sporen., Die untere Phase wurde entfernt und mit dem gleichen Volumen
separat hergestellter unterer Phase die obere 5-10 x extrahiert, bis unter
dem Mikroskop keine vegetativen Zellen mehr sichtbar waren. Dann wurde

die obere Phase mit 0,02 M Phosphatpuffer-Triton 1:2 verdiinnt, zentri-
fugiert und der Niederschlag 3 x mit 0, 02 M Phosphatpuffer- Triton gewaschen.

Die Sporen der Mutante HB 9-1 wurden anschliessend noch 3 x mit destil-

liertem Wasser gewaschen und dann gefriergetrocknet.

2.3.2 Trennung der Sporen von den Kristallen

Diese Trennung wurde im wesentlichen nach der Methode von DELAFIELD
et al. (1968) in einem 2-Phasensystem mit Polyédthylenglycol und Natrium-

dextransulfat durchgefiihrt.

7, 3 g Polydthylenglycol 6000 wurden in 80 ml 0, 02 M K-K-Phosphatpuffer
pH 7,1 mit 0,01 % Triton X-100 aufgeldst und mit 1,8 ml 3 M K-K-Phos-
phatpuffer pH 7,1 und 4 g Natriumchlorid versetzt. Diesem Gemisch wurden
zuerst 58 g einer 20 %igen (G/V) wissrigen Natriumdextransulfat 500 -
Lésung und anschliessend die in 20 ml 0, 02 M Phosphatpuffer-Triton resus-
pendierten Sporen und Kristalle (ca. 109 Sporen/ml) zugegeben und in einem

Scheidetrichter kriftig geschiittelt.
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Die Polyédthylenglycol - reiche obere Phase enthdlt ausschliesslich Sporen,
die Natriumdextransulfat - reiche untere Phase neben den Proteinkristallen
auch noch einen Teil der Sporen. Die obere Phase wurde entfernt und die
untere mit der gleichen Menge frischer Polyithylenglycol - reicher Phase
erneut extrahiert. Die beiden oberen Phasen wurden zusammengegeben

und zentrifugiert. Das Sediment ergab das Sporenpréparat.

Um ein sporenfreies Kristallprédparat zu erhalten, musste die untere
Phase noch 10 - 20 x mit der Polyédthylenglycol - reichen Phase extrahiert
werden. Letztere wurde jeweils durch Abzentrifugieren der Sporen gerei-

nigt und erneut verwendet.

Die Sporen- und Kristallpridparate wurden noch 3 x mit 0, 02 M Phosphat-
puffer - Triton und 3 x mit dest. Wasser gewaschen. Die Kristalle wurden
als Suspension in dest. Wasser bei e aufbewahrt; die Sporen gefrierge-

trocknet und im Exsikkator iiber Silikagel unter Vakuum aufbewahrt.

2.4 Isolierung des Exosporiums

100 mg (Trockengewicht) gereinigte kristallfreie Sporen wurden in 10 ml
eiskaltem 0, 02 M Phosphatpuffer pH 7,1 mit 0, 01 % Triton X - 100 resus-
pendiert und wahrend 1 - max., 2 Stunden mit einer MSE (Measuring and
Scientific Equipment, London) Ultraschallsonde mit einer Amplitude von

8 & beschallt. Dazu brachte man die Suspension in eine Zelle aus rostfreiem
Stahl mit Kithlmantel, analog der von der Herstellerfirma MSE erhéltlichen
Glaszelle. Wiahrend der Ultraschallbehandlung wurde mit Hilfe eines Thermo-
zirkulators (Churchill, England) und Aethylenglycol als Kiihlfliissigkeit die
Temperatur der Suspension auf 0° C konstant gehalten. Die Wirksamkeit

der Ultraschallbehandlung liberpriifte man im Phasenkontrastmikroskop.

Die Sporen wurden bei 4° C wihrend 10 Minuten mit 2'800 x g in einer
"High Speed 25'' (MSE) zentrifugiert, das Sediment ''low speed pellet'" (LSP)
mit 0, 02 M Phosphatpuffer - Triton resuspendiert und erneut wéhrend

20 Minuten mit 1'200 x g zentrifugiert. Die beiden Ueberstdnde mit den

Membranfragmenten wurden zusammengegeben und wihrend einer Stunde



mit 150'000 x g in einer "Superspeed 50" (MSE) zentrifugiert. Der Nieder-
schlag wird als "high speed pellet" (HSP) und der Ueberstand als "high
speed supernatant'' (HSS) bezeichnet. Der Niederschlag (HSP) von 100 mg
Sporen wurde in 1 ml 0,02 M Phosphatpuffer-Triton resuspendiert, wih-
rend einigen Sekunden mit Ultraschall homogenisiert und je 0, 2 ml auf

18 ml eines linearen Cdsiumchlorid-Gradienten von 10 - 50 % (G/G) auf-
getragen. Dieser wurde in einem 3 x 20 ml "'swing out'' Rotor in der Ultra-
zentrifuge MSE '"'Superspeed 50'' wihrend 16 Stunden mit 50'000 x g bei

4° C zum Gleichgewicht zentrifugiert.

Die Gradienten wurden in einem "ISCO Density Gradient Fractionator",
Modell 640 (Instrumentation Specialities Co. Lincoln, Nebraska) in Proben
a1, 2 ml aufgetrennt und im Durchlaufverfahren die Absorption bei 280 nm

gemessen und mit einem Schreiber aufgezeichnet.

Die Fraktionen mit den Membranfragmenten wurden mit Phosphatpuffer-
Triton ca. 1 : 2 verdiunnt, widhrend 1 Stunde mit 180'000 x g zentrifugiert
und anschliessend noch 3 x mit Phosphatpuffer-Triton gewaschen. Auch

hier wurden die Proben mit einigen Sekunden Ultraschall homogenisiert.

Die Fraktionen wurden schliesslich in Phosphatpuffer-Triton resuspendiert
(1 - 2 mg Protein/ml)und bei -20° C aufbewahrt. Wo Phosphorbestimmungen
durchgefiihrt werden mussten, wurden die Membranfraktionen sinngeméss

mit dest. Wasser gewaschen.

2.5 Dichtebestimmung im Cédsiumchlorid-Gradienten

Mit Hilfe eines ABBE "'60'' Refraktometers Typ Standard (Bellingham und
Stanley Ltd., London) wurde der Brechungsindex der Proben bei 25° C
bestimmt und die entsprechende Dichte im "Handbook of Biochemistry''

abgelesen.



2,6 Bestimmung der Toxinaktivitét

Die Toxizitdt der Priparate bestimmte man als Frasshemmung bei Pieris
brassicae Larven, mit der von SOMERVILLE und POCKETT (1975) modi-
fizierten Methode nach COOKSEY (1968).

Blattrondellen (4 cm Durchmesser) wurden aus glatten Kohlblédttern

(Brassica oleracea) herausgestanzt. Mit 0,02 %iger wéissriger Triton X-100

Losung wurde eine Verdiinnungsreihe der zu priifenden Probe hergestellt.
Pro Verdiinnung wurden je 2 Rondellen beidseitig benetzt, an der Luft ge-
trocknet und zusammen mit je 4 Larven des 3. Larvenstadiums in kleinen
Petrischalen (5 cm Durchmesser) in einem beleuchteten Raum bei 25o (€
inkubiert. Als Kontrolle dienten Rondellen, die nur mit 0, 02 %iger Triton
X-100 -Loésung benetzt worden waren. Nach 1 - 2 Tagen, d.h. sobald die
Kontrollrondellen aufgefressen waren, wurde die Menge des iibriggeblie-
benen Kohlblattes direkt mit einem fiir diesen Zweck in der Laboratoriums-

werkstatt ( Shell ) entwickelten Photometer bestimmt.

Eine Verdiinnungsreihe des Bacillus thuringiensis Prédparates E 61 diente

als Standard und wurde bei allen Toxintesten parallel mitgeprift. 1 mg
dieses Standardpridparates enthidlt 1000 toxische Einheiten. Die Resultate
wurden als toxische Einheiten pro mg Protein nach folgender Formel be-
rechnet:

L050 von E 61 x 1000

toxische Einheiten/mg =
L050 der Probe

Lc50 ist diejenige Proteinkonzentration einer Lésung (,ug/ml), die 50 %
Frasshemmung bewirkt. Diese Konzentration (LCSO) wurde graphisch,
durch Aufzeichnen des Logarithmus der Proteinkonzentration gegen die

entsprechende Frasshemmung, bestimmt.

In Figur 1 ist ein solcher Toxintest gezeigt.



Figur 1

Ui

Toxintest eines Exosporiumextraktes

Die Membranfraktion F2 wurde mit Ellispuffer wihrend 2 Stunden

bei 370 C extrahiert, anschliessend zentrifugiert und die Toxin-

wirkung im Ueberstand (280 y Protein/ml) bei den Verdiinnungen

I:2x, II:10x, III: 50 x, IV: 250 x und V: 1250 x bestimmt.
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2.7 Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteingehalt wurde nach der Methode von LOWRY et al. (1951) be-
atimmt und zu jeder Bestimmung eine Eichkurve mit Rinderserumalbumin

hergestellt.

Die Bestimmung des Proteingehaltes in den Membranfraktionen erfolgte
nach 15 miniitigem Kochen in Lowry Reagens D (4 ml D/ ml Probe;
D=50ml2 % N82C03 in 0,1 NNaOH+1ml0,5 % CuSO4 @B H20 in dest.
Wasser + 1 ml 1 % Kaliumtartrat in dest. Wasser).

Proben in Ellispuffer, Harnstoff - Mercaptodthanol etc. wurden vor der

Proteinbestimmung gegen 0,015 M NaHCO3 dialysiert.

2.8 Bestimmung des Trockengewichtes

0,5 ml der Membranfraktionen (ca. 200 - 500 ug Protein) wurden in vor-
getrockneten tarierten Alufolienbechern im Trockenschrank bei 110o (&

getrocknet und in 18 Stunden Intervallen bis zur Gewichtskonstanz gewogen.

29 Extraktionsmittel

Mit den folgenden Losungsmitteln wurde versucht, Proteine aus den Kri-
stallen, den Sporen und den Membranfraktionen herauszulésen. Dabei wurde
eine Proteinkonzentration von ca. 0, 5 mg/ml Lésungsmittel angestrebt.
Unlosliche Bestandteile entfernte man durch Zentrifugation (20 Minuten

mit 40'000 x g).

2.9.1 Universal - Puffer nach ELLIS

Der Universalpuffer nach ELLIS (1961) wurde leicht modifiziert und ent-
hielt: 0,05 M NaZCOB; 0,05 M 2 - Amino - 2 - methyl - 1, 3 - propandiol ;
0,05 M Citronensdure; 0,05 M NaH2PO4 . Dazu wurde kurz vor Gebrauch
3,4 ml 2 - Mercaptodthanol /1 (50 mM) zugefiigt und mit 1 N NaOH das pH
auf 10, 3 eingestellt. In diesem Puffer wurden die Proben wihrend 2 Stun-

den bei 37° C inkubiert.



2.9.2 Mischkombinationen von Harnstoff, Mercaptodthanol, Natriumdext-

ransulfat und Natronlauge

Die Proben wurden in den folgenden Reagenzienkombinationen wihrend

a) 2 Stunden bei 370 C, b) 20 Minuten bei 1000 C inkubiert, anschliessend

widhrend 20 Minuten mit 20'000 x g zentrifugiert und gegen 0,015 m NaHCO3

dialysiert. Proben, die spidter mittels Elektrophorese aufgetrennt wurden,

dialysierte man direkt gegen das Lésungsmittel fiir Elektrophorese (2.10).

I 8 M Harnstoff - 1 % (G/V) 2-Mercaptoithanol, pH 8, 8 (SOMERVILLE
et al., 1970)

II 8 M Harnstoff - 1 % (G/V) 2-Mercaptodthanol - 1,5 % (G/V) Natrium-
dextransulfat (SDS) pH 8, 8 (SOMERVILLE et al., 1970).
In I und II wurde das pH mit 1 N NaOH auf pH 8, 8 eingestellt.

III 3,3 % (G/V) 2-Mercaptodthanol + 0, 3 % SDS in 0,03 M Na-Na-Phosphat-
puffer pH 7,0 (= Lésungsmittel fiir Elektrophorese, vgl. 2.10)

IV 0,1 N NaOH

V 1% (G/V) 2-Mercaptoédthanol + 1,5 % SDS in 0,1 N NaOH

2.9.3 Clelands Reagens

Die Proben wurden in 50 ,.1M/m1 Dithiothreitol (Clelands Reagens; DTT)

in einer 1 %igen SDS-Lésung, pH 10, 5, eingestellt mit 1 N NaOH, wé&hrend
20 Minuten im Wasserbad gekocht. (ARONSON und FITZ - JAMES, 1968;
CLELAND, 1964).

2.9.4 Glycerin - Natriumdextransulfat - Mercaptodthanol

Die Membranfraktionen inkubierte man in 0, 0625 M Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan- (tris)-Hydrochlorid- Puffer pH 6, 8 mit 2 % SDS, 5 % Mer-
captoidthanol, 10 % Glycerin und 0, 001 % Bromphenolblau widhrend 15 Min.
bei 1000 C (LAEMMLI, 1970). Bromphenolblau wurde nur beigegeben, wenn

anschliessend der Extrakt mittels Elektrophorese aufgetrennt wurde.



2.9.5 Phenol - Essigsdure - Wasser

Die Extraktion erfolgte nach der Methode von BEAMAN et al. (1971) mit
einem Phenol-Essigsidure-Wasser-Gemisch (2 : 2 : 0,5 ; G : V : V) wéh-
rend 1 Stunde bei 37O C. Die unlgslichen Bestandteile wurden durch Zentri-
fugieren abgetrennt und der Ueberstand anschliessend bei & e gegen

0,018 M NaHCO3 dialysiert.

2.9.6 Butanol

Analog der Methode von MADDY et al. (1972) wurden die Proben in eisge-
kithltem 2, 5 mM Phosphatpuffer pH 8, 0 mit 0, 5 mM EDTA (Aethylendiamin-
tetraessigsdure) resuspendiert und mit 0, 75 fachem Volumen eisgekiihltem
n-Butanol geschiittelt. Nach 20 miniitiger Inkubation auf Eis trennte man
die beiden Phasen durch Zentrifugation (5 Minuten bei 22'000 x g). Die
untere, wéssrige Phase wurde zur Entfernung des restlichen Butanols

gegen Eis enthaltenden, verdiinnten EDTA-Phosphatpuffer dialysiert.

2.9.7 Phenol

0,6 ml wissrige Membransuspension wurde mit 0, 6 g Phenol widhrend 15
Minuten bei 68O C inkubiert und anschliessend, zur Trennung der beiden
Phasen, widhrend 5 Minuten mit 22'000 x g zentrifugiert (MADDY et al.,
1972). Die obere, wissrige Phase dialysierte man gegen 0,015 M NaHCOB,

bis alles Phenol entfernt war.

2.9.8 Extraktion nach Hydrolyse mit Darmsaft von Pieris brassicae

Darmsaft wurde durch Elektroschockbehandlung von Larven des 5. Larven-

stadiums gewonnen.

1 ml Membransuspension (1,5 - 2 mg Protein/ml) wurde in eine doppel-
wandige Glaszelle einer Autobiirette gegeben und mit konz. Natronlauge
das pH auf 10 eingestellt. Die Temperatur der Glaszelle wird mit Hilfe
eines Thermozirkulators (Churchill, England) auf 30° C konstant gehalten.

Dann wurde die Probe mit 10,11 Darmsaft wdhrend 3 Stunden inkubiert.



Mit der Autoblirette wurde nach Bedarf 0,025 N NaOH zugegeben, um das
pH auf 10, 0 konstant zu halten. Unldsliche Bestandteile entfernte man durch

Zentrifugation (10 Minuten mit 48'000 x g)

2.9.9 Extraktion nach Hydrolyse mit Trypsin

Die Extraktion mit Trypsin erfolgte analog derjenigen mit Darmsaft (2.9. 8)
in einer Autobtirette bei pH 10, 0 und 30° C mit 50 me Trypsin pro mg Pro-

tein der Probe.

2.10 SDS - Gel - Elektrophorese

Die SDS-Gel-Elektrophorese wurde nach einer modifizierten Methode von
SHAPIRO et al. (1967) durchgefiihrt. Das Gel enthielt zusédtzlich noch Harn-
stoff (HERBERT et al., 1971) und setzte sich wie folgt zusammen:

5 bezw. 7,5 % Cyanogum 41 (Acrylamid); 0,1 % SDS; 0,05 % NNN'N'-
Tetramethyldthylendiamin; 4 M Harnstoff (mit Amberlit MB-3 deionisiert)
und 0, 075 % Ammoniumpersulfat in 1 Liter 0,1 M Na-Na-Phosphatpuffer
pH 7, 0.

Bevor die Proben auf das Gel aufgetragen wurden, dialysierte man sie
gegen 0,01 M Na-Na-Phosphatpuffer pH 7, 0 mit 0,15 M 2-Mercaptodthanol
und 0,1 % SDS (L&ésungsmittel fiir Elektrophorese; SHAPIRO et al., 1967),
oder fiigte ein 0,5 faches Probevolumen 3 x konzentrierteres Lésungsmittel
fiir Elektophorese hinzu. Dann verdiinnte man die Proben mit gleichem Volu-
men 0,01 % Bromphenolblau in 15 %iger (G/V) Saccharoselssung. Pro Gel
wurden maximal 200 Iul mit 20 - 50 pg Protein aufgetragen. Die Trennung
erfolgte in einer Elektrophoreseapparatur mit 8 Réhrchen von 6 x 100 mm
(Shandon, England) bei 40 V (9, 4 mA pro Rshrchen) wiahrend 2 - 3 Stunden.
Als Elektrophoresepuffer diente ein 0,1 M Na-Na-Phosphatpuffer pH 7, 0
mit 0,1 % SDS. Nach der Trennung wurden die Gele aus den Réhrchen
herausgenommen, mit Methanol, Wasser und Essigsdure (50 : 40 : 10)
wihrend 16 Stunden fixiert und in einer 0, 25 %igen wissrigen Coomassie-
Brilliantblau- Lésung wihrend 2 Stunden gefdrbt. Die Gele entfédrbte man

mit 5 %iger Essigséure.



Als Standard wurde bei jeder Auftrennung eine Probe mit Rinderserum-
albumin mitgefiihrt. Zur Bestimmung der Molekulargewichte dienten noch
6 weitere Referenzproteine:

Cytochrom C, Chymotrypsinogen A, Albumin aus Hiithnerei, Aldolase,
Katalase und Ferritin (Combithek Eichproteine, Boehringer, Mannheim).
Die Auswertung der Gele erfolgte mit einem Gilford 240 Spektrophotometer

mit Gelscanner bei 620 nm.

2.11 Elektronenmikroskopie

Die Negativ-Fidrbung der Sporen und Membranbruchstiicke erfolgte im
Wesentlichen nach der Methode von NORRIS (1971), jedoch mit 1 % an
Stelle von 2 % Phosphorwolframséure pH 7,0 (mit 1 N NaOH eingestellt),

auf Formvar tiberzogenen Kupfergittern.

Fiir Diinnschnitte wurden die Proben mit 1 % Osmiumtetroxid in Kellen-
berger - Puffer fixiert (KELLENBERGER et al., 1958) und in Araldit ein-
gebettet (LUFT, 1961), Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Huxley Ultra-
microtoms hergestellt und mit Uranylacetat (geséttigte Losung in 50 %
Alkohol) und Bleicitrat gefarbt (REYNOLDS, 1963; SOMERVILLE, 1971;
SOMERVILLE et al., 1971).

Die Prédparate wurden in einem Phillips EM 300 Elektronenmikroskop

untersucht.,

2.12 Methoden zur serologischen Charakterisierung von Proteinen

2.12.1 Herstellung von Antiseren

Antiseren wurden gegen die folgenden Prédparate hergestellt:
a) Suspension der Membranfraktion Fz, isoliert aus Sporen der Mutante

HB 9-1

T

Suspension der Membranfraktion Fl’ isoliert aus Sporen des Wildtyps S-9
c) Suspension der Membranfraktion FZ' isoliert aus Sporen des Wildtyps S-9
d) Die Membranfraktion F2, isoliert aus Sporen des Wildtyps S-9, wurde
mit Ellispuffer (2.9.1) wédhrend 2 Stunden bei 37° C inkubiert und
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anschliessend gegen 0,015 M NaHCO3 dialysiert. Als Immunogen ver-
wendete man sowohl die mit Ellispuffer herausgelésten als auch die un-
16slichen Bestandteile der Membran.

e

~

Kristalle des Wildtyps S-9 wurden mit Ellispuffer wihrend 2 Stunden

bei 37° C inkubiert, die unléslichen Bestandteile durch Zentrifugation

abgetrennt (20 Minuten mit 50'000 x g) und der Ueberstand gegen

0,015 M NaHCO3 dialysiert. Das Immunogen bildeten die gelosten

Proteine.

f) Die aus den Kristallen isolierte toxische Komponente A (HERBERT et
al., 1971).

Die gewonnenen Antiseren werden im Weiteren wie folgt abgekiirzt:

anti F_, HB 9-1

2

a)
b) anti F, S-9
)

c) anti F‘; S-9

d) anti F2 S-9 extr.
e) anti Cry S-9

f) anti A

Das Antiserum anti Cry S-9 wurde von H. Somerville, das Antiserum anti A

von B, Herbert freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Um gute Antikérperbildung im Kaninchen zu erhalten, wurde dem Immunogen
jeweils frisch hergestelltes "Freund's complete Adjuvant' (WILLIAMS und
CHASE, 1967) beigemischt:

1 mg durch Hitze abgetotete, gefriergetrocknete Mycobacterium tubercu-

losis, H 37 RV wurden mit 0, 3 ml Bayol Qil 55 (Esso Petroleum Co.) in
einem Homogenisator zu einer feinen Suspension gemischt. Dann gab man
0,1 ml Arlacel A (Honeywell und Stein) und 0,1 ml Antigen (ca. 300 - 1000
pe Protein) hinzu und mischte das Ganze mit einer Spritze durch mehr-
maliges Einziehen und Ausstossen, bis eine crémige Emulsion entstand.
Von dieser Emulsion wurden einem weissen Neuseeland - Kaninchen je

0,25 ml in die Muskeln der beiden hinteren Beine, unmittelbar oberhalb
der Ferse, eingespritzt. Nach 6 Wochen erfolgte eine 2. Injektion mit einer,
zusétzlich noch AlPO4 enthaltenden Suspension und zwar je 0, 2 ml in die

beiden Hinterbeine und 0,1 ml in eine Ohrvene. Nach weiteren 7, 9 und 11
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Tagen entnahm man durch eine Ohrvene jeweils ca, 30 ml Blut. Das Blut

wurde in einem sterilen Glasfldschchen aufgefangen, wédhrend einer Stunde
bei 37° C inkubiert und anschliessend iiber Nacht bei 4° C aufbewahrt. Am
nichsten Tag konnte durch Zentrifugieren (10 Minuten mit 20'000 x g) das

klare Serum gewonnen werden. Die Antiseren wurden bei -200 C aufbewahrt.

2.12.2 Doppeldiffusionstest nach OUCHTERLONY

OUCHTERLONY, 1948; 1958; CROWLE, 1960.
2 g Ion Agar No. 2 (Oxoid) wurden in 50 ml dest. Wasser aufgelést, wédhrend
5 Minuten im Dampfkochtopf sterilisiert und anschliessend in einem 56° C

Wasserbad abgekiihlt. Gleichzeitig 16ste man 0,3 g NaN, und 1,65 g Bar -

bital - Acetat - Puffer fiir Elektrophorese (Oxoid) in 50 r:ill dest. Wasser auf
und erwdrmte diese Lésung in einem 56° C Wasserbad. Dann wurde die
Pufferlésung mit dem Agar vermischt und je 6 - 7 ml auf 5 x 5 cm Glas-
platten verteilt, Nach dem Erstarren des Agars stanzte man mit einem
Korkbohrer 6 Loécher mit 6 mm Durchmesser in gleichméssigen Abstidnden
um ein Zentralloch mit 7 mm Durchmesser in einem Abstand von 12,5 mm
(Zentrum zu Zentrum) und fiillte diese mit Antiserum (unverdiinnt) resp.
Antigenlosungen. Als Antigenlésungen dienten meistens Ellisextrakte oder
Andere nach der Dialyse gegen 0,015 M NaHCO3 . Die so prédparierten
Platten wurden auf einer mit Wasser benetzten Filterpapierrondelle in
Petrischalen wihrend 1 - 2 Tagen, bis die Prézipitationslinien gut sicht-
bar waren, bei 300 C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten
iiber Nacht (ca. 16 Stunden) in physiologische Kochsalzlgsung (0, 85 % NaCl)
gelegt und anschliessend 3 x wahrend ca. 4 - 5 Stunden durch Einlegen in
dest. Wasser gewaschen. Dann wurde der Agar mit einem Filterpapier
bedeckt und bei 37° C zu einem diinnen Film eingetrocknet., Die Préazipi-
tationslinien fArbte man wdhrend 1 Minute mit einer gesattigten Lésung

von Naphthalin - Schwarz in Essigsdure - Methanol - Wasser (10 : 50 : 40).

Dieselbe Losung ohne Farbstoff diente zur Entfarbung der Platten.



2.12.3 Quantitative Immunoprézipitation

Als Antigenlésungen dienten im allgemeinen die gegen 0,015 M NaHCO3
dialysierten Ellisextrakte der Proben (2.9.1) und in einzelnen speziell
erwdhnten Féllen auch gegen NaHCO3 dialysierte Harnstoff - Mercapto-
dthanol - Extrakte (2.9.2; I). Die Immunoprézipitation wurde in einem
Totalvolumen von 0, 35 ml ausgefiihrt, bestehend aus 0,1 ml Antiserum;
0,05 ml 0,85 %igem NaCl; einer Reihe von 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100,
200 ,11 Antigenlésung (200 -~ 500 pe Protein/ml). Auf das Totalvolumen
ergédnzte man mit 0,015 M NaHCO3 . Dieses Gemisch wurde wihrend 2
Stunden bei 37° C inkubiert, gefolgt von 2 - 3 Tagen bei 4° C. Nach dieser
Zeit wurde das gebildete Prizipitat abzentrifugiert (20 Minuten mit 1000 x g),
der Ueberstand mit einer ausgezogenen Pasteurpipette sorgfaltig entfernt
und anschliessend das Prézipitat 2 x mit physiologischer Kochsalzlésung
gewaschen. Das Protein im Sediment bestimmte man direkt nach der Me-
thode von LOWRY et al. (1951). Die Menge gebildetes Prizipitat, in Ab-
hidngigkeit von der zugegebenen Menge Antigen, wurde graphisch aufge-

zeichnet.

2.13 Exosporium- und Kristallantigenbildung wéhrend der Sporulation

Die Zellen wurden in einem Tischfermenter geziichtet (2. 2). Gleich nach
dem Ende des exponentiellen Wachstums wurden in Intervallen Proben

a 12,5 ml entnommen, die Zellen abzentrifugiert (15 Minuten mit 30'000 x g)
und auf Eis gestellt, Die Fraktionierung dieser Proben erfolgte nach dem

Schema in Figur 2.

Die Zellen der einzelnen Proben wurden in je 3 ml 0,02 M K - K - Phosphat-
puffer pH 7, 0 resuspendiert, davon 1 ml zur Dipicolinsdurebestimmung
verwendet und der Rest in einem Braun Homogenisator (Typ 853030) mit

ca. 1/3 Volumen Ballotini Glaskiigelchen (0,12 mm @) wihrend 5 x 30 Se-
kunden aufgeschlossen. Dazwischen kithlte man die Proben mit festem
Kohlendioxid, welches mit Druck durch ein rostfreies Stahlrohr iiber den
Probenhalter geleitet wurde. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert

(20 Minuten mit 48'000 x g) und der Ueberstand (Ueberstand 1) mittels



Figur 2 Fraktionierungsschema zur Bestimmung der Antigenbildung
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Doppeldiffusionstest (2.12.2) und Immunoprézipitation (2.12. 3) auf Kristall-
und Exosporiumantigene gepriift und dessen Toxingehalt mit dem Biotest
(2.6) bestimmt. Das Sediment wurde in 2 ml Ellispuffer pH 10, 3 (2.9.1)
resuspendiert, widhrend 3 Stunden bei 37° C inkubiert und anschliessend

die unléslichen Bestandteile abzentrifugiert (20 Minuten mit 48'000 x g).
Das Sediment wurde verworfen und im Ellisextrakt (Ueberstand 2) die

Toxizitdt sowie der Anteil an Kristall- und Exosporiumantigenen bestimmt.

2.14 Methoden fiir radioaktive Einbauversuche

Fir das Studium der Aufnahme und des Einbaus von radioaktiv markierten
Aminoséduren erfolgte die Ziichtung der Zellen in einem Tischfermenter
(2.2). Zu den aufgefiihrten Zeiten wurden Proben a 52, 5 ml steril entnom-
men und davon je 10 ml (P 1), 20 ml (P 2) und 22, 5 ml (P 3) in sterile

100 ml Erlenmeyerkolben gebracht. Zu P 1 und P 3 wurden je 0,1 ml einer
wihrend 5 Minuten bei 15 psi sterilisierten Mischung von 355 - Cystein

(10 ,JCi/ml, 500,,1g/m1) und 3H - Leucin (G) (30/uCi/m1, 500 ,Jg/ml) ge-

geben.

P 1 inkubierte man auf einer Schiittelmaschine bei 30° C. Nach der Bil-
dung von freien Sporen wurden diese abzentrifugiert, 3 x mit eiskaltem
0,02 M Phosphatpuffer pH 7,1 und 0, 01 % Triton X-100 gewaschen, in 1 ml
des gleichen Puffers resuspendiert und die optische Dichte bestimmt. Je
0,1 ml dieser Suspension wurden mit 0, 9 ml Ellispuffer widhrend 30 Min.
bei 37° C extrahiert, zentrifugiert und der Anteil an markiertem Cys resp.

Leu im Extrakt ermittelt.

P 2 und P 3 wurden in einem Schiittelwasserbad bei 30° C inkubiert und aus
der radioaktiven Kultur P 3 nach 1, 3, 5, 7 und 10 Minuten Proben a 0,5 ml
entnommen, mit 0,5 ml 10 %iger Trichloressigsédure (TCA) mit je IOOIug/ml
""kaltem'' Leu und Cys vermischt und auf Eis gestellt. Davon wurden 0, 5 ml
Millipore -filtriert (Filter HAWP 02500, HA 0, 45 /J), 4 x mit 5 % TCA mit

je 100 ’Jg/ml Leu und Cys und anschliessend 2 x mit dest. Wasser gewaschen.

Die Filterpapierrondellen waren vor dem Gebrauch in 5 % TCA mit "kaltem"
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Leu und Cys eingelegt worden. Die Rondellen trocknete man unter einer
IR - Lampe und bestimmte die Radioaktivitdt des Filterriickstandes. Aus
diesen Resultaten wurden die Aufnahmeraten fiir Cystein und Leucin be-

rechnet.

Fir ''label - chase' Resultate wurden 20 Minuten nach der Zugabe der
markierten Aminoséduren, zu den restlichen 20 ml der radioaktiven Kultur
P 3 0,5 ml einer sterilen Lésung von "kaltem'' L-Leucin (20 mg/ml) und
L-Cystein (20 mg/ml) gegeben und die beiden Kulturen P 2 und P 3 zentri-
fugiert (20 Minuten mit 3000 x g). Der Ueberstand der radioaktiven Kultur
wurde durch denjenigen der nicht markierten ersetzt und zusétzlich noch
0,5 ml der "kalten' Leu - Cys - Losung beigefiigt. Anschliessend inku-
bierte man die resuspendierten Zellen auf einer Schiittelmaschine bei 300 Ce
Nach abgeschlossener Sporulation wurden die Sporen abzentrifugiert, 2 x
mit 0, 02 M Phosphatpuffer - Triton gewaschen und analog dem Schema in
Figur 3 (3.1) fraktioniert, jedoch ohne die Auftrennung im Cédsiumchlorid-
Gradienten. Die resultierenden Fraktionen (intakte Sporen, LSP, LSS, HSP

und HSS) wurden im Scintillation counter gezé&hlt.

Die Bestimmung der Radioaktivitdt erfolgte in einem Intertechnique SL 30

Scintillation counter. Als Szintillationsfliissigkeiten dienten fiir getrocknete
Proben 0,7 % (G/V) Butyl-PBD [2 - (4 - Butyl phenyl) - 5 (4 - biphenylyl) -
L,3,4 oxadiazol] in Toluol und fiir wédssrige Proben eine Mischung von

85 g Naphthalin und 8 g Butyl-PBD in 1 Liter Dioxan. Dioxan wurde mit

wasserfreiem Aluminiumoxid gereinigt.

2.15 Analysen

2.15.1 Aminosédurenanalyse

Die Proben wurden in 6 N HCl wéhrend 16 Stunden bei 110° C in unter
Vakuum verschlossenen Ampullen hydrolysiert, anschliessend die Salz-
sdure in einem Vakuum - Exsikkator mit NaOH - Pldtzchen iber Silicagel
entfernt und die Aminoséduren im Hydrolysat mit einem Technicon NC - 1
Autoanalyzer (lange Kolonne) in einem diskontinuierlichen Gradienten von

pH 2, 75 bis 5, 0 aufgetrennt und bestimmt.
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Cyst(e)in wurde durch Oxidation mit Perameisensédure (5 ml 30 % G/G HZOZ
+ 95 ml 98 - 100 %iger Ameisenséure) in Cysteinséure ibergefithrt und als
solche nach der oben beschriebenen Hydrolyse bestimmt (MILLER und

CARPENTER, 1964).

2.15.2 Bestimmung von Dipicolinsdure, Phosphor, Kohlenhydraten

und Nukleinsduren

Die Dipicolinsdurebestimmung erfolgte colorimetrisch nach der Methode

von JANSSON et al. (1958).

Die Phosphorbestimmung beruhte auf der Farbbildung hervorgerufen durch

die Reduktion des mit Molybdat gebildeten Phosphomolybdat - Komplexes
mit Ascorbinsdure (CHEN et al., 1956). Den anorganischen Phosphor
extrahierte man mit Trichloressigsdure. Zur Bestimmung des Totalgehaltes
an Phosphor war eine Veraschung der Proben notwendig. Standardlésungen
mit 1, 2, 4, 6 und 8 Pg/ml wurden mit Na2HPO4 hergestellt und analog den
Proben behandelt. Sdmtliche Glaswaren reinigte man vorgédngig mit Chrom-

schwefelsdure.

Der Anteil an Kohlenhydraten wurde nach der Hydrolyse der Proben unter
Vakuum in 2 N HZSO4 wadhrend 2 Stunden bei 1100 C mit dem Anthron- Rea-
gens bestimmt (HASSID und ABRAHAM, 1957; TOENNIES und KOLB, 1964)

Die Nukleinsdurenbestimmung erfolgte nach der Standardmethode von

SCHNEIDER (1957) nach 10eminiitiger Extraktion mit 5 %iger Trichloressig-

sdure in einem kochenden Wasserbad.

2.15.3 Lipide

Der Gesamtbetrag an Lipiden wurde durch Eintrocknung eines Chloroform-
Methanol-Extraktes (2 : 1) zur Gewichtskonstanz bestimmt (FOLCH et al.,
1957).

Zur Charakterisierung der Lipide wurde eine Totalanalyse der Fettséduren
durchgefiithrt, Die Fettsduren wurden durch eine alkalische Hydrolyse der

Lipide in den Proben freigesetzt (DITTMER und WELLS, 1969), die nicht
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verseifbaren Lipide durch zweimalige Extraktion mit Aether entfernt und
die freien Fettsduren aus dem mit konz. Schwefelsdure angesduerten
Hydrolysat mit Aether extrahiert. Anschliessend wurde die Aetherphase
mit Wasser gewaschen und unter Stickstoff eingetrocknet. Die in wenig
Aether resuspendierten freien Fettsduren wurden mit einigen Tropfen
Diazomethan in Aether (bis die gelbe Farbe bestehen bleibt) in deren
Methylester iibergefithrt. Die Reaktion erfolgte widhrend 5 Minuten auf Eis.
Das iiberschiissige Diazomethan entfernte man sofort durch Ueberleiten
von Stickstoff. Diazomethan wurde nach der Methode von DE BOER und
BACKER (1954) aus N-Methyl-N-nitrosotoluol-4-sulfonamid (Diazald)
immer frisch hergestellt. Diazomethan kann ca. 1 Woche bei -18° C aut-
bewahrt werden, verliert jedoch an Reaktionsfdhigkeit. Es wurde immer

frisch iiber KOH destillierter Aether verwendet.,

Die Methylester der Fettsduren wurden in Aceton aufgenommen und bei
4° C aufbewahrt. Die Auftrennung der Fettsduren erfolgte in einer 122 cm
langen Glaskolonne 3 cm Durchmesser, gepackt mit 10 % Carbowax 20 M
in Chromasorb 102 als Supporter, bei einer konstanten Temperatur von
220° C in einem Gaschromatographen (Hewlett und Packard 402, High

Efficiency Gas-Chromatograph), ausgeriistet mit einem Flammendetektor.

Das Packmaterial wurde wie folgt hergestellt: Chromasorb 102 wurde in
Chloroform aufgeldst, 10 % des verwendeten Gewichtes von Chromasorb
Carbowax 20 M zugegeben und geriihrt. Unter stindigem Riihren und Ein-
leiten von Stickstoff entfernte man das Chloroform und trocknete das Ma-

terial anschliessend in einem Vakuumofen,

Als Trigergas diente Stickstoff (50 ml/Minute). Die Flussraten fir Wasser-
stoff und Luft betrugen 45 resp. 50 ml/Minute.

Durch Vergleichen der resultierenden Verzdgerungszeiten mit solchen von
bekannten Fetts@uremethylestern und der erwiesenen linearen Beziehung

zwischen dem Logarithmus der Verzogerungszeit und der Anzahl C-Atome
der Fettsduren konnten die isolierten Fettsduren identifiziert werden. Als

Standards standen die folgenden Fettsduremethylester zur Verfiigung:
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(® C (® (3 (&) (& (3 und C22 (kduflich erhiltlich bei

12° 714’ 716’ 718’ 718’ 718’ 20
Lipid Products, South Nutfield, Surrey und Chromatography Services,

Birkenhead, Cheshire).

2.15.4 Phospholipide

2
8 P-markierte Sporen (Herstellung 2. 2) wurden aufgearbeitet (2. 3) und

die Membranfraktionen isoliert (2. 4). Die Phospholipide wurden mit Hilfe
eines Chloroform-Methanol-Wasser-Gemisches (BLIGH und DYER, 1969)
nach der von BERTSCH et al. (1969) beschriebenen Methode extrahiert.
Die markierten Sporen und Membranfraktionen wurden in Natrium-Acetat-
Puffer pH 4, 0 (Endkonzentration 0,1 M) aufgenommen und zu 1 ml dieser
Suspension 2, 2 ml Methanol und 1 ml Chloroform beigegeben, einige Se-
kunden mit Ultraschall gemischt und wahrend einer Stunde bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Der nicht lésliche Teil wurde durch Zentrifugation abge-
trennt und erneut in CHCl3 : MeOH : HZO (1:2,2:1) resuspendiert und
zentrifugiert. Die beiden Ueberstdnde wurden vereinigt und je 0, 25 Vol.
Chloroform und Wasser zugegeben, kriftig geschiittelt und die beiden Pha-
sen durch Zentrifugation getrennt. Die Phospholipide befanden sich in der
unteren Phase. Die obere Phase extrahierte man erneut mit frischer unterer
Phase und trocknete die beiden unteren Phasen zusammen unter Stickstoff
ein, Der Riickstand wurde noch 4 x mit Aethanol und 2 x mit Aceton ge-
waschen und jeweils durch Ueberleiten von Stickstoff eingetrocknet, Die

Lipide wurden in Chloroform aufgenommen und bei -18° ¢ aufbewahrt.

Die Phospholipide wurden durch Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel-
Platten (DC - Fertigplatten F - 254, Schichtdicke 0,25 mm, Merck) mit

den beiden folgenden Lésungsmittelsystemen (V/V/V) Chlorofom - Methanol -
Wasser (65 : 25 : 4) und Chloroform - Methanol - Essigsédure (65 : 25 : 8)
aufgetrennt und durch Radioautographie (x - Ray Film, Kodak) lokalisiert
und mit Hilfe eines Radiochromatogram Scanners (Packard) aufgezeichnet.
Zur Identifizierung der isolierten Phospholipide standen die folgenden Mar-
ker zur Verfiigung : Phosphatidylglycerin (PG), Phosphatidylethanolamin
(PE), Phosphatidylserin (PS), Sphingomyelin (SPH) und Cardiolipin (CL)
(von Lipid Products, South Nutfield, Surrey).



Zur quantitativen Bestimmung wurden die lokalisierten Phospholipide von
der Platte abgekratzt und die Radioaktivitit nach Zugabe von 10 ml1 0,7 %

Butyl- PBD in Toluol im Scintillation counter bestimmt.

Der Gesamtanteil an Phospholipiden wurde durch Multiplikation des Phos-
phorgehaltes im Chloroform - Methanol - Extrakt mit dem herkémmlichen

Umrechnungsfaktor von 25 (MATZ et al., 1970) berechnet.

2416 Alkylierung der SH - Gruppen von Cystein mit 14C - Jodessigséure

Die Proben mit ca. 1 mg Protein in 0, 25 ml Ellispuffer (2.9.1) resp. Harn-
stoff - Mercaptodthanol (2.9.2) wurden mit einem Ueberschuss an 14C -
markierter Jodessigsdure (0,1 ml; 100 /.1m01) bei einem pH von 9, 0 widhrend
einer Stunde bei 30° ¢ alkyliert (ANFINSEN und HABER, 1961). Dann wur-
den die Proben zentrifugiert (90 Minuten mit 100'000 x g bei 4° C), der
Ueberstand und das resuspendierte Sediment gegen 0,01 M NaHCO3 - Lo-
sung dialysiert, mit 6 maligem Wechseln der Vorlage. Vor der Bestimmung
der Radioaktivitdt wurde das Sediment nochmals durch Zentrifugieren (siehe

oben) gewaschen,

2,17 Chemikalien

Die verwendeten analysenreinen Reagenzien wurden von den aufgefiihrten

Firmen bezogen. Weiter gereinigte Substanzen sind erwé&hnt.

Ammoniummolybdat, Ammoniumpersulfat, Cdsiumchlorid, Calciumchlorid,
Dikaliumhydrogenphosphat, Kaliumdihydrogenphosphat, Manganchlorid, Na-
triumacetat, Natriumazid, Natriumchlorid, Natriumhydrogencarbonat, Na-
triumhydrogenphosphat, Natriumsulfat, EDTA, Harnstoff deionisiert durch
langsames Filtrieren durch Amberlit MB - 3, Polyidthylenglycol 4000 und
6000, Saccharose, Triton X-100, Cyanogum 41, NNN'N'-TEMED, Kalilauge,
Natronlauge, Ameisensdure, Perchlorsidure, Phosphorwolframsiure, Salz-
sdure, Trichloressigsdure, Aceton. Aether und Petroldther wurden jeweils

frisch tiber KOH destilliert. Butanol, Phenol, 1, 4-Dioxan gereinigt mit



aktiviertem Aluminium, Ascorbinsdure, Leucin und Cystein von BDH

Chemical Ltd. Poole, England.

Anthron, Chloroform, Essigsédure, Glycerin, Methanol, Salpetersiure,
Schwefelsdure, Silicagel, Toluol, Wasserstoffperoxid von Hopkin und

Williams, Essex, England.

Dipicolinsdure, Dithiothreitol, 2-Mercaptodthanol, Natriumdextransulfat
und Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan von Sigma L.ondon Chemical Ltd.,

Kingston-Upon- Thames, Surrey.

Bromphenolblau, Coomassi-Brilliantblau R und Naphthalinschwarz von

Edward Gurr Ltd., London.
Trypsin von Boehringer, Mannheim.

Carbowax 20 M von Applied Science Laboratories, Inc. State College,

Pennsylvania.
Chromasorb 102 von Johns-Manville, Celite Division, Denver, Colorado.

Naphthalin, Scintillation Chemical, von Koch-Light Laboratories Ltd.,
Colubrook, Bucks, England.

Butyl- PBD von Intertechnique Litd., Portslade, Sussex, England.

Rinderserumalbumin (kristallisiert) von Armour, Pharmaceutical Company

Ltd., Eastbourne, Sussex, England.

Die radioaktiv markierten Verbindungen 32P-Olr"chophosphat, 35S-Cystein,
3H-Leucin, 14C-Jodacetat von Radiochemical Centre Ltd., Amersham,

Buckinghamshire, England.



3 RESULTATE

31 Isolation und Dichtebestimmung der Membranfraktionen

Figur 3 zeigt das Schema zur Isolation von Membranfraktionen aus den
Sporen. Das Sporenpriparat, erhalten nach der 2-Phasen-Extraktion mit
Polyidthylenglycol und Natriumdextransulfat in Phosphatpuffer, enthdlt we-
niger als 0,1 % Kristalle, bestimmt durch Auszdhlen im Phasenkontrast-
mikroskop. Bei B. cereus (BERGER und MARR, 1960) und B. thuringiensis
var. finitimus (SOMERVILLE et al., 1971) konnte mit Hilfe von Ultraschall
das Exosporium aufgebrochen werden, ohne die Sporen dadurch zu zerstéren.
Diese Methode wurde hier angewandt, um Fragmente des Exosporiums zu
erhalten. Nach 90 - 120 Minuten Ultraschallbehandlung war die Exosporium-

membran in fast allen Sporen von B. thuringiensis var. tolworthi abgetrennt.

Auch nach dieser Zeit konnten weder im Phasenkontrastmikroskop noch im
Elektronenmikroskop (nach Negativfdrbung) Verdnderungen an den Sporen

selbst festgestellt werden. Weniger als 1 % der Sporen begannen zu keimen
und verloren ihre Lichtbrechung. Es wurden aber dabei 25 - 30 % der Dipi-

colinsdure der Sporen freigesetzt.

Beim Versuch, die Membranen mit der French-Press von den Sporen zu
trennen (analog der Methode zur Isolierung der Exosporiummembran von
B. cereus, GERHARDT und RIBI, 1964) wurden diese wohl gut abgetrennt;
dabei begannen aber ca. 30 % der Sporen zu keimen, und zudem wurden

50 % der Dipicolinsdure freigesetzt.

Bei der Trennung der Membranfragmente von den Sporen durch Zentrifu-
gieren bei niedriger Tourenzahl (2800 x g, 10 Minuten) sedimentierte ein
grosser Anteil der Membranbruchstiicke mit den Sporen. Zwar war es
moglich, nach Resuspendierung des Niederschlages und erneuter Zentri-
fugation (1200 x g, 20 Minuten) die Ausbeute um etwa 1/3 zu verbessern,
doch betrug sie noch immer nur ca. 20 -30 %. Die Ausbeute an Membran-
fragmenten konnte durch Zentrifugation des Membran-Sporen-Gemisches

in einem Saccharosegradienten (10 -50 % Saccharose; wihrend 1 Stunde
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Figur 3 Isolierung der Membranfraktionen aus den Sporen.



mit 1000 x g) verdoppelt werden. Das daraus resultierende Prédparat ent-
hielt aber vereinzelte Sporen und wurde deshalb fiir die Experimente vor-
sichtshalber nicht verwendet. Die angegebenen Zentrifugationsbedingungen
sind nicht optimiert worden. Es scheint durchaus méglich, bei geeigneteren
Bedingungen, die etwa in der gleichen Gréssenordnung liegen diirften, eine

sporenfreie Membranfraktion mit einer Ausbeute von iiber 50 % zu erhalten,

Die durch die Differentialzentrifugation erhaltene Membranfraktion (HSP)
priften wir anschliessend in einem Dichtegradienten auf ihre Homogenitét,
Bei der Zentrifugation in einem linearen Gradienten von 10 - 60 % Saccha-
rose (3 Stunden mit 80'000 x g) sedimentierten die Membranbruchstilicke.
Ihre Dichte muss also grésser als 1, 29 g/cm3 sein, Aus Zentrifugations-
versuchen in gleichen Gradienten aber mit wesentlich kleinerer g - Zahl
(12'000 x g) wdhrend 10, 20 und 40 Minuten ging hervor, dass alle Teilchen

etwa gleich schnell sedimentierten.

Gradienten mit héherer Dichte wurden mit Cidsiumchlorid (10 - 50 % G/G
CsCl) aufgebaut. In diesen Gradienten trennte sich der HSP in 2 deutlich
voneinander getrennte Banden auf (Figur 4). Die leichtere Fraktion wird
als F1 und die schwerere als F‘2 bezeichnet. Bei der Auftrennung der Gra-
dienten wurde in einer Durchflusszelle die Absorption bei 280 nm gemessen
und mit einem Schreiber aufgezeichnet. Figur 5 zeigt den Absorptionsver-
lauf wéhrend der Auftrennung der Gradienten mit a) HSP von B. thuringien-

sis HB 9-1 (akristallogene Mutante), b) HSP von B, thuringiensis S-9

(Wildtyp) und c¢) sporenfreiem Kristallpridparat. Die relativen Betridge von

Fl und F2 variieren. Bei der Mutante HB 9-1 ist der Ertrag an F1 etwa

4 x kleiner als der von F2 , beim Wildtyp ist F1 noch héchstens 1/10 von F
Die Fraktion FO konnte nur in den Sporen- und Kristallprédparaten beobach-

9

tet werden, die aus der Ziichtung von Zellen im Rogoff- Medium hervorgin-
gen, FO ist in Ellispuffer unl6éslich und gibt auch nach dem Kochen in
Lowry-Reagens D keine positive Reaktion.

Die Membranbruchstiicke in einem Cédsiumchloridgradienten von den nackten
Sporen zu trennen, gelang nicht, da diese Sporen etwa die gleiche Dichte

besitzen.



Figur 4

- F

*-— F

Sedimentation der Membranfraktionen F1 una F2 in einem

Céasiumchloridgradienten.

Das Mengenverhiltnis von F1 zu F, entspricht nicht demjenigen
im HSP. Zur besseren Erkennung von Fl wurde diese Fraktion
im HSP durch Zugabe von bereits isoliertem F1 ca. 8 fach an-

gereichert.
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Figur 5 Verteilung des UV - absorbierenden Materials in einem CsCl-

Gradienten nach der Zentrifugation (16 h mit 50'000 x g) einer
Suspension von a) HSP HB 9-1 (akristallogene Mutante);
b) HSP S-9 (Wildtyp) und c) isolierten Kristallen.



In den Gradienten a) und b) der Figur 5 finden wir UV - absorbierendes
nicht partikuldres Material an der Spitze des Gradienten. Es handelt sich
moéglicherweise um Material (unter Anderem auch Proteine), das wihrend

der Gradientzentrifugation aus den Membranfragmenten herausgelést wird.

In Tabelle 1 sind die Dichten der einzelnen Fraktionen zusammengestellt.

Tabelle 1 Dichte der Fraktionen im CsCl-Gradienten

Fraktion g/cm3

Fl S-9 1,29 - 1,32
F, S-9 1,40 - 1,45
F, HB9-1 1,30 - 1,32
F2 HB 9-1 1,40 - 1,44
Kristalle 1,29 = 1,32

Die beiden entsprechenden Membranfraktionen des Wildtyps S-9 und der
Mutante HB 9-1 unterscheiden sich nicht in ihrer Dichte. Die Dichte der

Kristalle ist identisch mit derjenigen der Fraktion Fl 5

3.2 Verteilung des Toxins in den Fraktionen des CsCl-Gradienten

Die Fraktionen eines CsCl-Gradienten von HSP S-9 wurden gegen Ellis-
puffer pH 10, 3 (2.9.1) dialysiert und deren UV-Absorption und Toxizitdt
bestimmt. Fiir letztere wurden zu je 0, 5 ml Probe 0,5 ml 0,02 % Triton
X-100 gegeben und je 2 Kohlrondellen darin benetzt. Die Resultate sind in
Figur 6 zusammengefasst. Figur 6 a) zeigt die Verteilung des UV-absor-
bierenden Materials mit Peaks bei F1 und F2 , sowie absorbierendes nicht
partikuldres Material an der Spitze des Gradienten und 6 b) die hervorge-

rufene Frasshemmung. Die Fraktionen mit F1 und F2 sowie die ersten
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3 Fraktionen des Gradienten zeigten eine toxische Wirkung. Es wurde nicht
versucht, das Toxin der einzelnen Fraktionen quantitativ zu erfassen. Der

wirkliche Toxingehalt der Fraktionen Fl und F2 verglichen mit den ersten

Fraktionen des Gradienten ist bedeutend héher als hier zum Ausdruck

kommt (praktisch vollstédndige Frasshemmung).

Da Cidsiumchlorid fiir Pieris - Larven sehr toxisch ist, kann bei diesem
Experiment nicht ausgeschlossen werden, dass die Toxinaktivitdt von in

die Membranen eingelagertem Céasiumchlorid herriihrt. Dieser Versuch
wurde deshalb mit den Membranbruchstiicken (HSP) aus der nicht toxischen
Mutante HB 9-1 wiederholt. In den daraus resultierenden Gradientfraktionen
wurde jedoch keine toxische Aktivitdt gefunden. Cédsiumchlorid als Verur-

sacher der Toxinaktivitdt kann somit ausgeschlossen werden.

3.3 Verteilung des Toxins in den Sporenfraktionen

Die bei der Isolierung der Exosporiummembran schrittweise gewonnenen
Fraktionen (Figur 3) wurden mit Ellispuffer extrahiert und die Toxizitét
des Extraktes bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
Alle aufgefithrten Resultate, mit Ausnahme derjenigen in Klammern (Zahlen
in Klammern), wurden aus einem Experiment erhalten, bei dem auch sdmt-
liche Toxinteste zur selben Zeit ausgefithrt wurden. Man erhéilt sonst von
Biotest zu Biotest beachtliche Variationen. In der ersten Kolonne sind die
toxischen Einheiten aufgefiihrt, die aus den Fraktionen, ausgehend von 1 mg
Sporen (Trockengewicht), extrahiert werden konnten. Die zweite Kolonne
zeigt die toxischen Einheiten pro mg extrahiertes Protein (spezifische
Toxizitédt) und die dritte Kolonne den prozentualen Anteil der aus den in-

takten Sporen extrahierbaren Toxinmenge.

Nach der Ultraschallbehandlung der Sporen, zur Aufbrechung der Exospo-

riummembran kann mit Ellispuffer bis 50 % mehr Toxin herausgelést wer-
den. Nach der ersten Zentrifugation zum Abtrennen der Sporen, finden wir
fast alles Toxin im '"low-speed Pellet'' (LSP). Wieviel Toxin davon aus den

Sporen selbst und wieviel aus den mitsedimentierten Membranbruchstiicken
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herausgeldst wurde, konnte nicht direkt ermittelt werden. Rechnet man
jedoch bei der Differentialzentrifugation mit einer Membranausbeute von
20 - 30 %, so miisste etwa die Hilfte des gesamten Sporentoxins in der

Exosporiummembran lokalisiert sein.

Der "'high-speed Pellet" (HSP) enthdlt etwa 10 - 20 % des Gesamttoxins.

Nur 1 % liegt als 1lésliches Toxin vor.

In spédteren Experimenten fanden wir im HSP eine ziemlich hohe spezi -

fische Toxinaktivitédt, die sich gleichméssig auf die Fraktionen F . und F2

1

verteilte (Zahlen in Klammern)., Die spezifische Toxizitdt von F1 und F2
entspricht derjenigen der Kristallextrakte (mit Ellispuffer) von B. thurin-

giensis S-9 (SOMERVILLE und POCKETT, 1975).

3.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Sporen und den

Membranfraktionen F1 und F2

Ziel der elektronenmikroskopischen Arbeiten war ein Vergleich der Kri-
stallstrukturen von Exosporium in ganzen Sporen, Membranfraktionen F1

und F2 und Sporenhiille,

Die Figuren 7 - 9 zeigen Aufnahmen von negativ gefdrbten Préparaten;

Figur 7 einen Teil einer intakten Spore mit dem Exosporium, 8 und 9 die
Bruchstiicke der Fraktionen F1 und F2 .
tur des Exosporiums gut sichtbar. Diese Struktur finden wir auch wieder

In Figur 7 ist die hexagonale Struk-

in den Fraktionen F1 und F2 . Die Gittergrésse von F1 und F2 ist aber ver-
schieden. Der Abstand von Punktreihe zu Punktreihe betrégt fir F1 58 %5 A,
fir F2 732524 und die Distanz von Punkt zu Punkt fiir F1 95 A, fur

F2 88+ 5 K. Im Exosporium an intakten Sporen (Figur 7) variiert der
Reihenabstand zwischen 68 und 75 &. Dies sind Durchschnittswerte gemes-
sen an verschiedenen Prédparaten. Eine Ueberlappung der Grenzwerte von
F1 und Fz wurde nie festgestellt, die beiden Fraktionen scheinen in sich
homogen zu sein.

Gleiche Strukturen und Gittergréossen wurden auch in den beiden Fraktionen

F1 und F2 der kristallnegativen Mutante HB 9-1 beobachtet.



Figur 7 Teil des Exosporiums eciner intakten Spore von B. thuringiensis

Vergrosserung : 250'000 x



Vergrosserung : 132'000 x

Vergrosserung : 300'000 x

Figur 8 Negativ gefdrbte Préparate der Membranfraktion F1



Vergrésserung : 200'000 x

Vergrésserung : 240'000 x

Figur 9 Negativ gefidrbte Pridparate der Membranfraktion F2
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In Tabelle 3 sind die Gittergréssen der Membranfraktionen, der Paraspo-
ralkérper und der Sporenhiille miteinander verglichen. Bei diesen Daten
handelt es sich um die in & bestimmten Abstéinde von Punktreihe zu Punkt-
reihe, Die in der Membranfraktion F2 ermittelte Gittergrdsse stimmt etwa
mit den im Exosporium an negativ gefédrbten intakten Sporen und in gefrier-
gedtzten Prédparaten gemessenen Werten iiberein. Bei der Gefrierdtzung
(SOMERVILLE, miindliche Mitteilung) ist zu berticksichtigen, dass die
Strukturen durch diese Behandlung hdufig kleiner werden. Die Gittergrésse

der Fraktionen F1 und F_ unterscheidet sich deutlich von der der Sporen-

2

hiille, wéhrend die der Fraktion F_ mit derjenigen der Parasporalkérper

2
{ibereinstimmt,

Tabelle 3 Die Gittergréssen hexagonaler Strukturen in Priparaten von

Bacillus thuringiensis

Préparat R

nach Negativfdrbung

Fraktion F1 54 - 63
Fraktion F2 68 - 78
Exosporium an Sporen 65 - 75
Parasporalkérper H 65 - 80

nach Gefrierdtzung

1)

Exosporium 70 - 75

Sporenhiille 1)

1) H, SOMERVILLE, miindliche Mitteilung
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Untersuchungen an Diinnschnitten eingebetteter Proben von F_ und F2 zeigen

bis zu 7 deutlich unterscheidbare elektronendichte Schichten (1Figur 10). Die
Gesamtdicke der Membran betrdagt 200 - 300 A. Meistens konnten 3 gleich-

grosse elektronendichte Schichten auf jeder Seite einer dickeren, nicht ge-

farbten Schicht beobachtet werden. Der Abstand zweier elektronendichter

Schichten betragt 40 - 50 &.

Identische Strukturen sind auch bei den Membranfraktionen der kristall-

negativen Mutante beobachtet worden.

Die hexagonale Struktur der Membranfraktionen F1 und F2 wird weder durch

die Inkubation in reduzierenden Agenzien noch mit proteolytischen Enzymen

wie Trypsin, Chymotrypsin und Papain sowie Darmsaft von Pieris brassicae

verdndert.

349 Die Proteine der Membranfraktionen F1 und F2

Dissoziierende Losungsmittel sind zum Abbau der Proteinkristalle von

B. thuringiensis geeignet (ANGUS, 1956 ; COOKSEY, 1968 ; GLATRON
et al., 1972; LECADET, 1966 und 1967; SAYLES et al., 1970; SOMER-
VILLE et al., 1968; TRUEMPI, 1975). Ausserdem ist es moglich, aus

Kristall- und Sporenextrakten mit Hilfe serologischer Methoden und einer
Acrylamid-Gel-Elektrophorese eine toxische Komponente zu isolieren und
zu charakterisieren (DELAFIELD et al., 1968; HERBERT et al., 1971;
SOMERVILLE et al., 1968 ; SOMERVILLE und POCKETT, 1975). Es
wurde deshalb versucht, Membranproteine mit gleichen oder &hnlichen
Extraktionsmitteln herauszulésen und sie anschliessend mittels SDS-Gel-
Elektrophorese aufzutrennen. Die Resultate sollten mit solchen von in den

gleichen Loésungsmitteln extrahierten Kristallproteinen von B. thuringiensis

verglichen werden. Ferner musste fiir die serologischen Tests und die

Toxinbestimmungen ein geeignetes Lésungsmittel gefunden werden.



Figur 10 Dinnschnitte durch die Membranen der Fraktionen ]*“1 und F2

Vergrosserung : 450'000 x
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3.5.1 Extraktion der Membranproteine und deren gelelektrophoretische

Charakterisierung

Fiir einige Losungsmittel sind in Tabelle 4 die extrahierbaren Protein-
mengen in % angegeben. Die Bestimmung des Totalgehaltes an Membran-

protein wurde wie in 2.7 beschrieben durchgefiihrt.

Mit 8 M Harnstoff - 1 % Mercaptodthanol gelang es bei einer Inkubations-
zeit von 2 Stunden bei 37° C , bis zu 40 % der Membranproteine in Lésung

zu bringen. Bei der Erhchung der Inkubationstemperatur auf 60° C stieg

der Anteil an gelostemProtein nur unwesentlich auf 46 %. Wurde diesem
Lésungsmittel noch 1, 5 % SDS hinzugefiigt, so konnten noch weitere 10 %
gelost werden. Mit dem reduzierenden Puffer nach ELLIS (1961) konnte etwa
gleich viel Protein extrahiert werden wie mit Harnstoff - Mercaptodthanol.

Die Werte fiir Natronlauge waren durchwegs niedriger und lagen um 30 %.

Tabelle 4 Extraktion von Protein aus dem Exosporium (Fraktion F

9)

von B. thuringiensis

Loésungsmittel % gelostes Protein

Ellispuffer pH 10, 3 32 - 40
8 M Harnstoff - 1 % Mercapto- a) 37° c 36 « 40
4ithanol pH 8, 8 b) 60° C 43 - 46

8 M Harnstoff - 1 % Mercapto-
50 - 54

dthanol - 1,5 % SDS pH 8, 8
0,1 N Natronlauge 28 - 32

Von den so herausgelésten Membranproteinen drang bei der SDS-Elektro-
phorese nur ein kleiner Teil in das Gel ein. Der iliberwiegende Anteil scheint
noch so hochmolekular (MG > 300'000) zu sein, dass er vom Gel ausgeschlos-

sen bleibt. Drastischere Inkubationsbedingungen und auch andere Extraktions-
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mittel wurden zu Hilfe genommen. Durch Erhitzen des Inkubationsgemisches

in einem kochenden Wasserbad wdhrend 10 - 20 Minuten konnte das Verhélt-

nis zu Gunsten der eindringenden Proteine verschoben werden. Die besten

Resultate erhielten wir schliesslich nach 15 miniitigem Kochen der Mem-

branen in:

I 8 M Harnstoff - 1 % Mercaptodthanol - 1,5 % SDS; pH 8, 8

1I 10 % Glycerin - 5 % Mercaptodthanol - 2 % SDS in 0, 0625 M Tris-
puffer pH 6, 8

III 3,3 % Mercaptoidthanol - 0, 3 % SDS in 0, 03 M Phosphatpuffer pH 7, 0

Die Figuren 11 - 13 zeigen die elektrophoretische Auftrennung der mit I - III
extrahierten Exosporiumproteine (Fraktion F2) a) und der Kristallproteine b)
in SDS - Gelen. Die diinnen Pfeile markieren die Lage der monomeren

(MG = 68'000) resp. dimeren Proteinbande von Rinderserumalbumin.

Die mit den verschiedenen Extraktionsmitteln hergestellten Kristallextrakte
zeigen alle im SDS - Gel ein gleiches Bandenmuster, mit den 3 Hauptbanden
A, Bund C, die einem Molekulargewicht von A = 70'000 - 75'000; B =
130'000 - 150'000 und C = 230'000 - 250'000 entsprechen. Die Protein-
bande A ist von HERBERT et al. (1971) als das Kristalltoxin von B. thurin-
giensis var. tolworthi identifiziert worden. Die extrahierten Exosporium-
proteine werden bei der SDS-Gelelektrophorese in 5 - 6 Banden aufgetrennt
(Figuren 11 a) - 13 a)). Die Mobilitédten dieser Banden lassen auf Molekular-
gewichte unter 130'000 schliessen. Bei sdmtlichen SDS-Gelen konnte immer
wieder eine wenn auch manchmal nur schwache Bande beobachtet werden
(dicker Pfeil), die in der gleichen Position lduft wie die A - Bande des Kri-
stalls. Aufgrund dieser Analyse scheint dies die einzige gemeinsame Kom-
ponente von Kristall und Exosporium zu sein. Bei dem an der Spitze des
Gels aufliegenden farbbaren Material handelt es sich wahrscheinlich um
sehr kleine Membranpartikel, die erst nach 1 stiindiger Zentrifugation mit

140'000 x g vollstdndig aus dem Extrakt entfernt werden konnten.

Die extrahierbaren Proteine der Exosporiummembran des Wildtyps und der

kristallnegativen Mutante, sowie die der Membranfraktion F‘1 unterscheiden

sich aufgrund vergleichenden gelelektrophoretischen Untersuchungen nicht.
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Bei der Auftrennung des Trypsinextraktes von F2 , konnten im SDS-Gel
neben der Trypsinbande nur eine weitere schwache Bande gefunden werden,
die einem Molekulargewicht von ca. 73'000 entsprach. Diese schien mit
derjenigen aus dem Trypsinextrakt von Kristallen des gleichen B. thurin-

giensis - Stammes iibereinzustimmen (SOMERVILLE, unpubl.)

Der Abbau der Exosporiummembran mit Hilfe organischer Lésungsmittel
wie Butanol - EDTA in Phosphatpuffer, Phenol und Phenol-Essigsdure-
Wasser fiihrte noch zu keinen befriedigenden Resultaten. Einmal musste
mit sehr wenig Membranmaterial gearbeitet werden und ausserdem scheint
das gewidhlte Gelsystem fiir solche Extrakte nicht geeignet zu sein, da vor
der elektrophoretischen Auftrennung eine Dialyse der Extrakte gegen NaHCO3
notwendig war., Bei dieser Dialyse entstand ein Niederschlag, der weder
mit Ellispuffer noch mit dem Loésungsmittel fiir Elektrophorese geldst wer-
den konnte. Hier miisste ein Gelsystem mit Phenol und Essigsédure als
Losungsvermittler ausgearbeitet werden (WORK, 1964; WORK und WORK,
1969).



3.5.2 Extraktion von aktivem Toxin

Die unter 3.5.1 erwidhnten Extrakte wurden gegen 0,015 M NaHCO3 dialy-
siert und auf ihre Toxizitdt geprift. Die grosste Toxinaktivitdt wurde im
Ellispuffer - Extrakt bestimmt. Die spezifische Aktivitédt betrug 3000 - 4000
toxische Einheiten/mg Protein. Ausserdem scheint das geléste Toxin in
diesem Puffer stabil zu sein, wurde doch wdhrend 48 Stunden bei 40 C keine

messbare Aktivitdtsabnahme festgestellt.

Mit 0,1 N Natronlauge und mit 8 M Harnstoff - 1 % Mercaptoédthanol als
Extraktionsmittel waren die spezifischen Toxinaktivititen um 40 ~ 50 %
geringer. Da mit den drei erwéhnten Extraktionsmitteln etwa gleich viel
Protein aus dem Exosporium herausgelést wird und nach der Elektrophorese
die Bandenmuster in den SDS - Gelen keinen wesentlichen Unterschied zeigen,
kann auf eine teilweise Inaktivierung des Toxins geschlossen werden,

Mit allen SDS enthaltenden Lésungsmitteln ging die Toxinaktivitédt vollstdndig

verloren.

Durch die proteolytische Verdauung der beiden Membranfraktionen F1 und

F2 mit Trypsin und mit Darmsaft von Pieris brassicae konnte aus einer

gegebenen Membransuspension gleichviel Toxin herausgelést werden wie

mit Ellispuffer.

Das extrahierte Toxin ist hitzelabil und wird durch 10 miniitiges Erhitzen

des Extraktes auf 100° C vollstidndig zerstort.
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3.6 Immunologische Charakterisierung der Membranfraktionen F1 und F2

Mit Hilfe immunologischer Methoden sollte abgekldrt werden, ob das aus
dem Exosporium extrahierte Toxin mit dem &-Endotoxin aus dem Protein-
kristall identisch ist und ob noch weitere gemeinsame Komponenten vor-

handen sind.

3.6.1 Quantitative Immunopréazipitation

Kristall- und Exosporiumantige wurden mit Kristall- resp. Exosporium-
antiserum prézipitiert und die Menge gebildetes Prézipitat als Protein nach
der Methode von LOWRY et al. (1951) bestimmt. Die Figuren 14 - 16 zeigen
solche Prézipitationskurven. Auf der x-Achse wurde die Menge Antigen auf-
getragen, die zu einer konstanten Menge Antiserum gegeben wurde und auf

der y-Achse die Menge Protein im Prézipitat.

In Figur 14 ist das bei der Inkubation des Kristall- resp. Exosporiumex-
traktes F2 der Mutante HB 9-1 mit Kristallantiserum (Figur 14 a) und mit

Exosporiumantiserum anti ¥, HB 9-1 (Figur 14 b) gebildete Prézipitat auf-

2

gezeichnet. Anti F_ HB 9-1 ist das gegen das Exosporium der kristallnega-

tiven Mutante HB 92-1 gebildete Antiserum. Im Exosporiumextrakt und na-
tirlich auch im Kristallextrakt entstand durch Zugabe von Kristallantiserum
ein Prézipitat. Mit dem Exosporiumantiserum anti F2 HB 9-1 werden hin-
gegen die Kristallantigene nicht, oder nur sehr schwach prézipitiert, wih-
rend die Exosporiumantigene wie erwartet deutlich ausgefdllt werden. In
diesem Exosporiumantiserum fehlen also Antikérper gegen Kristallantigene.
Da die kristallnegative Mutante HB 9-1 kein Toxin bildet und auch keine
Spuren davon im Exosporium gefunden wurden, ist das nicht weiter erstaun-
lich. Diese Prézipitationsversuche wurden mit dem Antiserum gegen das
Exosporium des Wildtyps S-9, anti F2 S-9, und dem entsprechenden Exo-
sporiumextrakt wiederholt. Daraus resultierten identische Prézipitations-
kurven wie in Figur 14. Wiederum erhélt man eine gute Prézipitation im
Exosporiumextrakt mit Kristallantiserum und nur eine schwache im Kristall-

extrakt mit dem Exosporiumantiserum.
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Wird ein Antiserum gegen die mit Ellispuffer extrahierten Proteine des
Wildtyp - Exosporiums und den darin unléslichen Bestandteilen verwendet

(anti F_ S-9 extr., vgl. 2.12.1), erhdlt man die Préazipitationskurven der

2
Figur 15. Mit diesem Exosporiumantiserum kénnen sowohl Exosporium -
als auch Kristallantigene ausgefdllt werden (Figur 15 b). Figur 15 a) zeigt
die bereits bekannten Prézipitationskurven fiir den Kristall - resp. Exo-

sporiumextrakt mit Kristallantiserum.

Mit dem gegen die Membranfraktion Fl gebildeten Antiserum anti Fl S-9
erhédlt man gleiche Resultate wie mit dem Exosporiumantiserum anti F2 S-9.
F1 - Antigene kénnen ebenfalls mit Kristall - und Exosporiumantiserum
anti F2 S-9 extr. prézipitiert werden. Daraus resultieren gleiche Prézipi-
tationskurven wie mit F2 - Antigenen,

HERBERT et al, (1971) isolierten aus einem Kristallextrakt von B, thurin-
giensis S-9 eine hoch toxische Komponente A. Ein monospezifisches Anti-
serum gegen dieses Kristallprotein A, anti A, wurde von B, HERBERT
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Im folgenden Experiment wurde
gepriift, ob mit diesem monospezifischen Antiserum Exosporiumantigene
préazipitiert werden kénnen und umgekehrt, ob das isolierte Protein A mit
Exosporiumantiserum reagieren kann. In Figur 16 sind die daraus resul-
tierenden Prézipitationskurven dargestellt. Das Kristallprotein A wird
nicht nur mit dem homologen Antiserum anti A und dem Kristallantiserum
préazipitiert, sondern auch mit dem Exosporiumantiserum anti F‘2 S-9 extr.

(Figur 16 a). Zudem kénnen mit dem Antiserum anti A auch Exosporium-

antigene préazipitiert werden (Figur 16 b).

Bei Zugabe gleicher Mengen Kristall - resp. Exosporiumantigene zum Anti-
serum anti A wird etwa gleich viel Priazipitat gebildet.
Mit normalem Kaninchenserum entstand weder im Kristall - noch im Exo -

sporiumextrakt ein Prézipitat.
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3.6.2 Doppeldiffusionsreaktionen

Die Doppeldiffusion in zwei Dimensionen hat gegeniiber der quantitativen
Prézipitation den Vorteil, dass verschiedene Antigene und Antiseren direkt
miteinander verglichen werden kénnen. Jedes Antigen-Antikérper-System
kann eine eigene Prizipitationslinie bilden, so dass bei Anwesenheit von
verschiedenen Antigenen und deren homologen Antikérpern mehrere Linien
entstehen kénnen. Manchmal fallen mehrere Linien zusammen. Je nach dem
Verlauf dieser Prézipitationslinien kénnen serologisch identische oder par-

tiell identische Antigene in einem Gemisch erkannt werden.

Eine Losung von Kristallproteinen bildete mit dem homologen Kristallanti-
serum in Ouchterlony-Platten 3 Prézipitationslinien, A, B und C (Figur 18).
Sie enthélt somit mindestens 3 verschiedene Antigene. Die 3 Prézipitations-
linien lagen manchmal so nahe zusammen, dass sie kaum mehr voneinander
unterschieden werden konnten (Figur 17 und 20). Liess man dasselbe Kri-

stallantiserum und einen Exosporiumextrakt (F_, von S-9) gegeneinander

diffundieren, entstand ebenfalls eine Prézipitatizonslinie (Figur 17 a)., Der
Verlauf dieser Linie konnte nicht genau ermittelt werden, da sie nur schwach
ausgebildet war. Deshalb ist es noch nicht méglich zu sagen, ob dieses mit
Kristallantiserum prézipitierte Exosporiumantigen mit einem der drei Kri-

stallantigene identisch ist.

Ein Kristallantiserum wurde mit Exosporiumantigenen absorbiert und in
einem Ouchterlony mit einem unbehandelten Kristallantiserum auf die
Reaktionsfdhigkeit mit einer Kristallosung gepriift (Figur 18). Durch die
Absorption des Kristallantiserums mit den Exosporiumantigenen ging die
Reaktionsfdhigkeit mit dem Kristallantigen A vollstdndig verloren (die Préa-
zipitationslinie A fehlt), wéhrend diejenige mit den Antigenen B und C un-
verdndert blieb. Die Antikérper gegen das Antigen A sind durch die Exo-

sporiumantigene vollstidndig absorbiert worden.

Der Exosporiumextrakt F2 des Wildtyps S-9 enthidlt mindestens 3 verschie-

dene Antigene, die bei der Diffusion gegen Exosporiumantiserum (anti Fz

S-9 extr.) 3 deutlich unterscheidbare Priazipitationslinien bildeten (Figur 19).
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Bei der Diffusion eines Kristallextraktes gegen dasselbe Exosporiumanti -
serum entstand eine einzige Prézipitationslinie (Figuren 17 b und 19). Aus
dem Verlauf dieser Prézipitationslinie (Figur 19) geht hervor, dass das
prézipitierte Kristallantigen mit dem am schnellsten wandernden Exospo-
riumantigen serologisch identisch ist. Dass es sich bei diesem gemein -
samen Antigen um das Antigen A handelt, war aufgrund der Resultate des
Absorptionsversuches und der Diffusion von Exosporiumantigenen gegen
Kristallantiserum zu erwarten und konnte mit Hilfe des monospezifischen
Antiserums anti A gezeigt werden (Figur 20). Obwohl sich in diesem Ouch-
terlony bei der Diffusion der Kristallésung gegen das Antiserum anti A nur
eine etwas diffuse Prézipitationslinie bildete, ist die Homologie mit dem
vom Exosporiumantiserum préazipitierten Kristallantigen deutlich sichtbar.
Die diffuse Prazipitationslinie von anti A mit dem Antigen A ist auf ein un-

glinstiges Antigen - Antikérperverhiltnis zurickzufithren.

Im Ouchterlony der Figur 20 ist mit dem Exosporiumantiserum und dem
Kristallextrakt neben der A - Linie noch eine zweite schwache Linie gebildet
worden. Diese konnte nur selten beobachtet werden, und es ist deshalb noch
ungewiss, ob es sich hier um ein weiteres gemeinsames Kristallantigen
handelt oder um ein Artefakt, das nur bei bestimmten Antigenkonzentra -

tionen auftritt.

Die Reaktionsfdhigkeit der beiden Exosporiumantiseren anti F2 S-9 extr.

und anti F2 HB 9-1 wurde mit einem Kristall - Exosporium - Antigengemisch

in einem Ouchterlony verglichen (Figur 21). Sie scheinen sich nur im Vor-

handensein der Antikérper gegen das Antigen A zu unterscheiden.

Die beiden Membranfraktionen F1 und F2 konnten serologisch nicht von-

einander unterschieden werden. Auch die beiden Antiseren anti F1 S-9

und anti F2 S-9 scheinen miteinander identisch zu sein.



Figur 17 Prézipitationslinien eines Kristall- und Exosporiumextraktes

mit Kristall- und Exosporiumantiserum

1 Kristallantiserum 1 Kristallantiserum
2 Exosporiumextrakt 2 anti F2 S-9
3 Kristallextrakt 3 anti F2 HB 9-1

4 Kristallextrakt

1 Kristallextrakt
2 Kristallantiserum
3 Kristallantiserum absorbiert

mit Exosporiumantigenen

Figur 18 Prézipitationslinien eines Kristallextraktes mit Kristallanti-

serum und mit dem mit Exosporiumantigenen absorbierten

Kristallantiserum



1 Kristallextrakt
2 Exosporiumextrakt
3 Exosporiumantiserum

(anti F2 S-9 extr.)

Figur 19 Immunologische Kreuzreaktion eines Kristall- und Exosporium-

extraktes

1 Kristallantiserum
2 anti Fz S-9 extr.
3 anti A

4 Kristallextrakt

Figur 20 Prizipitationslinien eines Kristallextraktes mit dem monospe-
zifischen Antiserum gegen die Kristallkomponente A, mit dem

Kristall- und mit dem Exosporiumantiserum



Figur 21 Prézipitationslinien eines Kristall - Exosporium - Extraktes

mit Kristall - und Exosporiumantiserum

1 Kristallantiserum
anti F2 S-9 extr.
anti F2 HB 9-1

s w N

Kristall - Exosporium - Extrakt
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3.6.3 Einfluss der Antiseren auf die Aktivitidt des Kristalltoxins

Gereinigte Proteinkristalle von B. thuringiensis S-9 wurden mit Ellispuffer

extrahiert, gegen 0,015 M NaHCO,-Lésung dialysiert und zu je 0,1 ml

dieses Kristallextraktes (ca., 0, 5 r:jlg Protein/ml) 0; 0,05; 0,1; 0,15;

0, 2 ml der zu priifenden Antiseren gegeben. Das Volumen der Proben wurde
mit NaHCO3 - Lésung auf 0,4 ml eingestellt. Diese Proben inkubierte man
zuerst wihrend 2 Stunden bei 37° C und anschliessend 48 Stunden bei 4° (€F
Dann wurde das gebildete Prédzipitat abzentrifugiert und das Resttoxin im

Ueberstand bestimmt.

In Figur 22 ist das Resttoxin in Abhéngigkeit der zugegebenen Menge Anti-
serum aufgetragen. Das Toxin kann nicht nur mit dem Kristallantiserum,
sondern auch mit dem Exosporiumantiserum anti F2 S-9 extr. vollstdndig
préazipitiert werden. Der Titer der Toxinantikérper ist im Kristallantiserum

bedeutend hoher als im Exosporiumantiserum.

Die toxinprézipitierenden Antiseren haben zugleich auch eine toxininakti-
vierende Wirkung. Diese wurde durch die Bestimmung der Toxinaktivitét
nach zweistlindiger Inkubation der Proben mit Antiserum bei 37° C fest-
gestellt. Mit dem Antiserum gegen das Exosporium der kristallnegativen
Mutante HB 9-1 konnte weder Kristalltoxin noch Exosporiumtoxin prézipi-

tiert bezw. inaktiviert werden.

Das Exosporiumtoxin ldsst sich sowohl mit Exosporiumantiserum anti F2

S-9 extr. als auch mit Kristallantiserum prézipitieren bezw,. inaktivieren.

Normales Kaninchenserum hatte keinen Einfluss auf die Toxinaktivitat.
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3.1 Exosporium - und Kristallantigenbildung

Die Exosporium- und Kristallantigene wurden in Proben einer sporulierenden
Kultur durch Immunodoppeldiffusion und quantitativ durch Immunoprézipi-
tation bestimmt (Versuchsanordnung vgl. 2.13). Mit Hilfe des Exosporium-
antiserums der kristallnegativen Mutante konnten die Exosporium- und Kri-
stallantigene separat ermittelt werden. Die Zeitwerte sind auf das Ende der
exponentiellen Wachstumsphase (to) bezogen und als tx (x = Stunden nach to)

angegeben.

Bei der Doppeldiffusion konnten die ersten Kristallantigene zur Zeit t4

(Figur 23 a) beobachtet werden. Die Exosporiumantigene sind zur Zeit t4

nur sehr schwach und erst bei t5 gut sichtbar (Figur 23 b).

Die nach Zugabe von Exosporium- resp. Kristallantiserum in den Proben
gebildete Menge Prézipitat ist in Figur 24 aufgetragen. Ausserdem ist die
Wachstumskurve (OD bei 660 nm) und die gebildete Dipicolinsdure (DPA,

in %) aufgezeichnet. Die Exosporium- und Kristallantigene wurden zwischen
t3 und t4 (entspricht etwa der Sporulationsphase 1II - III) entdeckt'und er -
reichten ihr Maximum zur Zeit t9 - t10 .
das Exosporium dauert ca. 6 Stunden und scheint einen gleichen Verlauf

Die Synthese fiir den Kristall und

zu nehmen, In einem Experiment wurde gleichzeitig ein Biotest durchge-

filhrt, der zeigte, dass auch das Toxin zur selben Zeit gebildet wird.

a) b)
OO

@@@ ®10 @
@\\

Figur 23 Bildung der Kristallantigene (a) und der Exosporiumantigene (b)

wéhrend der Sporulation
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3.8 Einbau von radioaktiv markierten Aminosiuren

Wéhrend der Sporulation wurden die Aufnahmeraten fiir 358 - markiertes
Cystein und 3H - markiertes Leucin in ganze Zellen (vgl. 2.14) miteinander
verglichen (Figur 25). Bei diesem Experiment ist die Sporulation bei 28° C
durchgefiihrt worden. Die Exosporium - und Kristallantigene wurden auch
hier gleichzeitig synthetisiert (Experiment nicht gezeigt). Die Synthese be-
gann aber ca. 80 Minuten spédter als bei dem in Figur 24 gezeigten Experi-

ment mit einer Ziichtungstemperatur von 50” ¢,

Die Aufnahmerate fiir Leucin entsprach der von SOMERVILLE (1971) ge-

fundenen und zeigte ein Maximum zwischen t3 und t6 5 Die Aufnahmerate

g = t6,5 nur leicht, erhéhte sich

dann aber zwischen t6 5 und th stark. Fir Leucin und Cystein erhalten

wir also deutlich verschiedene Aufnahmeraten. Die ersten Exosporium -

fiir Cystein stieg wédhrend der Zeit von t

und Kristallantigene wurden bei diesem Experiment zur Zeit t5 gefunden

und erreichten ihr Maximum bei tll s

Mit Hilfe der ''label - chase' Technik wurde die Aufnahme von Cys und Leu
in die Membranfraktion (HSP) und in die 16sliche Fraktion (HSS) verfolgt
(Tabelle 5). Der Einbau von radioaktiv markiertem L.eu in den HSP ist
etwa 5 x grosser zur Zeit t als zur Zeit t , wihrend in all diesen

6,5 0,8

Proben etwa gleichviel markiertes Cys eingebaut wurde. Zwischen t6 5

und th erhohte sich der Einbau von Cys in den HSP um das 10 fache, wéh-
rend Leu nur verdoppelt wurde. Radioaktives Cystein wird also viel spéter

aufgenommen als Leucin,

Der HSS reprasentiert nur eine der lslichen Fraktionen der Sporen, da die
Ultraschallbehandlung unter Bedingungen ausgefiihrt wurde, die nur das

Exosporium von den meisten Sporen trennte, ohne die Sporen aufzubrechen.
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300

200
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Zeit [h]

Figur 25  Aufnahme von 3H - Leucin und 358 - Cystein durch eine

sporulierende Kultur von B. thuringiensis

O—O Aufnahmerate fiir 3H - Leucin

®&—® Aufnahmerate fiir 358 - Cystein
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Tabelle 5 Einbau von 3H - Leucin und 358 - Cystein in die Membran-

fraktion HSP und in die 18sliche Fraktion HSS wihrend der

Sporulation
spezifische Aktivitdt der Fraktionen
10_3 x cpm/mg Protein

Zeit [h] 3H - Leucin 358 - Cystein

LSS HSP HSS LSS HSP HSS
t 0,8 13,8 2,8 20, 8 1%, 5 | 30,0
t 8,0 49,0 11,18 46,0 28,6 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 1200 24,4 82,0 L7, 7 82,0 94,0




3.9 Analyse des Exosporiums

Die Hauptbestandteile der Fraktion F

2

des Exosporiums sind in der Tabelle 6

aufgefiihrt. Sie ergeben zusammen das ganze Trockengewicht der Membran.

Tabelle 6

Chemische Zusammensetzung des Exosporiums

Analysierte Komponente % Trockengewicht
Protein a) aus Aminosédurenanalyse 75
b) nach Lowry bestimmt 44
Total Lipide 25
neutrale Lipide 22,5
Phospholipide 255
Kohlenhydrate 2
Nukleinsauren 0
Dipicolinsédure 0
Total Phosphor 0, 55
Phosphor in Phospholipiden 031
anorganischer Phosphor 0, 06
Total 102, 55

Das Exosporium besteht vor allem aus Proteinen und Lipiden. Aus der

Ausbeute an Aminosduren bei der Aminosdurenanalyse wurde ein Protein-

gehalt von 75 % errechnet. Die direkte Proteinbestimmung nach der Me-

thode von LOWRY et al.

(1951) ergab lediglich 44 %. Es konnten also nicht

alle Proteine mit Lowry - Reagens D (2. 7) herausgelést werden. Der An-

teil an Lipiden betrug 25 %. Er setzte sich aus 2, 5 % Phospholipiden, be-

rechnet aus dem Phosphorgehalt des Chloroform - Methanol - Extraktes,
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und 22, 5 % neutralen Lipiden zusammen. Die mit Anthron reagierenden
Kohlenhydrate machen im Exosporium 2 % des Trockengewichtes aus, bei
den Sporen 3,6 % . Der Phosphorgehalt im Exosporium betrug 0, 55 %.
Davon wurden 0,1 % im Chloroform - Methanol - Extrakt und 0, 06 % als
anorganischer Phosphor bestimmt. Im Exosporium konnten keine Nuklein-

sduren und keine Dipicolinsdure nachgewiesen werden.

3.9.1 Aminosdurenanalyse

Die Aminosédurenanalyse der beiden hydrolysierten Membranfraktionen

F1 und F_ ergab nahezu identische Resultate (Tabelle 7). Nur geringe

2
Unterschiede sind im Glutaminsdure -, Glycin- und Histidingehalt fest-
gestellt worden. Beide Fraktionen wiesen einen hohen Gehalt an hydro-
phoben Aminoséduren (Leucin, Isoleucin, Valin, Phenylalanin und Prolin)

35,2 % und fir F_ 34,8 % . Bemerkenswert ist

auf. Sie ergaben fir Fl 9
der hohe Anteil an Cysteinsdure. Der hohe Anteil an Cystein konnte durch
die Alkylierung mit 14C - markierter Jodessigsdure bestdtigt werden. Der
dabei bestimmte Anteil (Tabelle 8) ist etwas kleiner. Dies kann mdglicher-
weise damit erkldrt werden, dass bei den gewédhlten Bedingungen nicht alle
SH - Gruppen alkyliert wurden, oder durch Freisetzen von freiem alkylier-

tem Cystein,

Die Aminosdurenanalyse der Fraktion F2 der kristallnegativen Mutante

HB 9-1 ist mit der gezeigten nahezu identisch.



Tabelle 7 Aminosduren - Zusammensetzung der beiden Fraktionen

F1 und F2

Die Resultate sind als Iumol/lOO /umol Aminosduren der
Probe angegeben. Cyst(e)in wurde nach der Oxidation mit

Perameisensidure als Cysteinsdure bestimmt.

F1 F2

Asparaginsdure 11,7 11,6
Threonin 6,2 5,6
Serin 3,7 3,8
Glutaminsdure 9,0 7,4
Prolin 6,2 6,8
Glycin 6,9 8,8
Alanin 6,2 5,6
Valin 9,17 8,5
Cysteinsdure 6,9 6,8
Methionin 0,7 0,6
Isoleucin 5;5 5,6
Leucin 8,3 7,4
Tyrosin Spuren 1,2
Phenylalanin 5,5 6,5
Lysin 6,2 6,2
Histidin 2,1 3.2
Arginin 4,8 4,7
99,6 100, 2
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Tabelle 8 Cysteinbestimmung durch Alkylierung mit 14C - Jodessigsédure

Fraktion Reagens rﬁrgn;lr:t}e}i/n
F‘1 Ueberstand Ellispuffer 0,17
F1 Sediment Ellispuffer 0,21
F2 Ueberstand Ellispuffer 0,23
F2 Sediment Ellispuffer 0,23
F2 Ueberstand Harnstoff - Mercaptodthanol 0,17
F2 Sediment Harnstoff - Mercaptodthanol 0,17

3.9.2 Die Lipide der Fraktionen F_ und F

1 2
Die Zusammensetzung der Fettsduren in den Fraktionen F1 und F2 unter-
scheidet sich nicht. Die Fettsduren C15, C16’ C18 und C18 ergaben zu-

sammen ca. 80 % des totalen Fettsduregehaltes. Ausser den bereits er-
wihnten Fettsduren konnten noch C13, C14, C17 und C1-7 (zusammen 16 %)
bestimmt werden.

Die Phospholipide sind aus den 32P- markierten Membranfraktionen F‘1
und F2 extrahiert und durch Diinnschichtchromatographie aufgetrennt wor-
den (Figur 26). Als einzige Phospholipide wurden in beiden Fraktionen
Phosphatidylglycerin (PG 67 %), Phosphatidylethanolamin (PE 14 %), eine
nicht identifizierte Verbindung (17 %) und Spuren von Diphosphatidylglycerin
(DPG) gefunden. Bei der unbekannten Verbindung kénnte es sich um Lyso-
phosphatidylethanolamin handeln, das von BULLA und ST. JULIAN (1972)

aus Sporen von B. thuringiensis isoliert wurde.
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4 DISKUSSION

Die Versuche zeigen eine hohe Stabilitit des Exosporiums. Es lidsst sich
nur durch drastische Aufschlussmethoden von der Spore trennen. Diese
hohe Stabilitdt ist auch in der Literatur als charakteristische Eigenschaft
des Exosporiums beschrieben worden. So waren bei Stimmen von Bacillus
cereus einstlindige Beschallungszeiten notwendig (BERGER und MARR,
1960).

Bei B. cereus wurde das Exosporium mit Hilfe einer French - Press (GER -
HARDT und RIBI, 1964 ) oder mit Ultraschall (BERGER und MARR, 1960)
von den Sporen getrennt. Die letztere Methode ist nach unseren Erfahrungen
vorzuziehen, weil die Sporen intakt bleiben (vgl. 3.1). Wenn geniigend ge-
kiihlt wird, kann die Keimung der Sporen und der hieraus resultierende
Verlust der Lichtbrechung verhindert werden. Ferner werden bei der Be-
schallungsmethode héchstens 25 % der Dipicolinsdure (DPA) der Sporen
freigesetzt, wihrend beim Aufschliessen mit der French - Press ca. 50 %
in die Losung libergehen (vgl. 3.1). Die DPA scheint im Cytoplasma und

in der inneren Vorsporenmembran (IFSM) lokalisiert zu sein ( ARONSON
und FITZ - JAMES, 1968; GERMAINE und MURRELL, 1973 und 1974;
LEANZ und GILVARG, 1973; SCHERRER und GERHARDT, 1972).

In den beiden Membranfraktionen F‘1 und F2 konnte keine DPA nachgewiesen
werden., Dies stimmt mit den Resultaten von BERGER und MARR (1960)
iiberein, die zeigen konnten, dass bei B. cereus kein Zusammenhang zwi-
schen der Exosporiummembran und der DPA besteht. Es ist nicht bekannt,

welche Verdnderung in der Spore notwendig ist, damit Dipicolinsdure aus-

treten kann.

Bei intakten Sporen von B. thuringiensis ist es relativ einfach, durch

Negativfdrbung das Exosporium im Elektronenmikroskop zu identifizieren,
da es die Spore wie eine lose Hiille umgibt. Schwieriger ist es hingegen,
geniligend stichhaltige Kriterien zur Identifizierung des Exosporiums zu

finden, wenn es als Membranfraktion vorliegt. Einmal weisen Sporen-



membranen dhnliche Feinstrukturen auf, und ausserdem besitzt auch die
Sporenhiille eine dem Exosporium &dhnliche hexagonale Struktur (VAIL und
DOUGLAS, 1973; SHORT et al., 1974). Da in friheren Arbeiten die Exo-
sporium - Fragmente nur auf Grund ihrer hexagonalen Struktur identifiziert
wurden, muss man sich fragen, ob diese Exosporiumpriparate nicht auch
Sporenhiillenfragmente enthielten. Die Aehnlichkeit des Exosporiums und
der Sporenhiille zeigte sich auch in vergleichenden serologischen Unter-

suchungen, wo bei B. thuringiensis in beiden Kristallantigene gefunden

wurden (SHORT et al., 1974). Es ist nicht ausgeschlossen, dass noch
weitere gemeinsame Komponenten vorhanden sind. Bei unserer Aufschluss-
methode konnte keine Veridnderung der Spore festgestellt werden. Im Pha-
senkontrastmikroskop blieb die Lichtbrechung bestehen, und im Elektronen-
mikroskop konnte zwischen behandelten und unbehandelten Sporen keine

Strukturédnderung nachgewiesen werden.

Der Anteil der Fraktion F2 war von Ansatz zu Ansatz ungefdhr konstant,
wihrend derjenige von F1 stark variierte. Dies ldsst vermuten, dass die
beiden Fraktionen aus verschiedenen Teilen der Sporen stammen. Das

mengenmaéssige Verhdltnis von F‘1 : F2 betrug mindestens 1 : 10,

Die negativ gefdrbten Membranbruchstiicke der Fraktionen F1 und F2 zei-
gen im Elektronenmikroskop eine dhnliche hexagonale Struktur, jedoch mit
unterschiedlicher Gittergrésse. Der Reihenabstand in F1 betrug 58 T 5 ﬁ,
in F2 73t 5K, Im Exosporium von intakten Sporen variierte dieser zwi-

schen 65 und 75 & . Untersuchungen an gefriergeidtzten Sporenprédparaten

vom gleichen B. thuringiensis - Stamm (SHORT et al., 1974; SOMER -

VILLE, unpubl.) zeigten eine hexagonale Struktur im Exosporium, bei
einem Reihenabstand von 70 - 75 & . Tiefer gelegene hexagonal struktu-
rierte Schichten der Sporenhiille wiesen einen kleineren Reihenabstand von
45 - 50 R auf. Die Strukturen von F1 und F2 unterscheiden sich also deut-
lich von der Struktur der Sporenhiille. F2 scheint die Exosporiumfraktion
zu sein. Die Frage nach dem Ursprung von F1 kann vorldufig nicht beant-

wortet werden. In ganzen Sporen konnte nie eine Schicht gefunden werden,

deren Struktur der Fraktion Fl entsprochen hitte.
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Die hexagonale Struktur des Exosporiums ist auch bei anderen Sporenbild-
nern beobachtet worden, so z.B. bei B. finitimus (SOMERVILLE et al.,
1971 ; SHORT et al., 1974) mit einem Reihenabstand von 60 - 70 R in
negativ gefdrbten Prédparaten und von 70 - 80 R in gefriergedtzten Pridpa-
raten. GERHARDT und RIBI (1964) bestimmten im negativ gefdrbten Exo-
sporium von B. cereus einen Punkt zu Punkt-Abstand von 68 - 86 K, was
einem Reihenabstand von 59 - 75 R entspricht. Bei B. megaterium wurde
von BEAMAN und Mitarbeitern (1972) einen Punkt zu Punkt- Abstand von
70 R gemessen. Im Exosporium von Clostridium pasteurianum fanden

MACKEY und MORRIS (1972) sowohl bei negativ gefdrbten als auch in ge-

friergedtzten Prédparaten zwei unterschiedlich grosse Strukturen. Die Di-
stanz von Punkt zu Punkt betrug 50 X resp. 100 &. In einzelnen Pripara-

ten waren beide Strukturgréssen nebeneinander vorhanden.

Diinnschnitte durch eingebettete Membranbruchstiicke von F1 und F2 zeigen
eine lamellenartige Struktur. Es ist jedoch nicht sicher, ob diese durch
eine Aneinanderlagerung von Membranbruchstiicken widhrend der Prépa-
rierung zur Elektronenmikroskopie zustande kam, oder ob wirklich meh-
rere Schichten in F‘1 und F2 vorhanden sind. Bei fritheren elektronenmikros-
kopischen Untersuchungen an Diinnschnitten durch ganze Sporen, die nach
der gleichen Methode fixiert und eingebettet wurden, konnten - allerdings
bei kleinerer Vergroésserung - keine solchen Schichten im Exosporium
beobachtet werden (SOMERVILLE, 1971; SOMERVILLE und PILLINGER,
unpubl,). Sowohl bei Membranbruchstiicken als auch bei Schnitten durch

ganze Sporen wurde eine Dicke des Exosporiums von 200 - 300 )y gemessen.

Aehnliche Strukturen wurden im Exosporium anderer Sporenbildner beo-
bachtet. So fanden GERHARDT und RIBI (1964) im Exosporium von B. ce-
reus 3 - 4 elektronendichte Schichten, die etwa 25 )y dick waren und einen
Abstand von 50 K (Zentrum zu Zentrum) aufwiesen. Ausgepréigte lamellen-
artige Strukturen wurden bei Arten des Genus Clostridium gefunden, z.B.
bei C. pasteurianum (MACKEY und MORRIS, 1972) und bei C. botulinum
(WALKER, 1970; STEVENSON et al., 1972; STEVENSON und VAUGHN,

1972). Bei C. botulinum konnten im Exosporium bis zu 15 elektronendichte

Schichten gezéhlt werden.
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BEAMAN und Mitarbeiter (1972) beobachteten bei B. megaterium planare
Einschliisse, die an der Innenseite des Exosporiums angelagert waren. In
Querschnitten wiesen diese eine deutliche Lamellenstruktur auf mit 1 - 20
elektronendichten Schichten in einem Abstand von 55 &. Aehnliche Ein -
schliisse sind auch bei B, cereus (GERHARDT und RIBI, 1964) gefunden

worden, konnten aber nie in B. thuringiensis festgestellt werden. Wahr -

scheinlich werden diese Einschliisse am Exosporium synthetisiert ( BEA -
MAN et al., 1972). Es ist noch nicht erwiesen, ob ein Zusammenhang mit

den Parasporalkorpern von B. thuringiensis und vor allem mit B, finitimus

besteht, wo der Kristall ja ebenfalls an der Innenseite des Exosporiums ge-

bildet wird.

Die beiden isolierten Membranfraktionen F‘1 und F2 enthalten Toxin mit
einer spezifischen Aktivitdt, die in der gleichen Grossenordnung liegt wie
die der Proteinkristalle. Diese Toxinaktivitdt kann somit nicht von Verun-
reinigungen mit Kristallen herrithren. Zudem wurden in den beiden Frak-
tionen nie, weder im Phasenkontrast- noch im Elektronenmikroskop, Kri-
stalle beobachtet. Nach der Ultraschallbehandlung konnte bedeutend mehr
Toxin aus den Sporen herausgelost werden. Es scheint, dass das Toxin
nach dieser Behandlung leichter extrahierbar ist. Das Exosporiumtoxin
ist wie das Kristalltoxin (SOMERVILLE und POCKETT, 1975) hitzelabil
und wird auch in Harnstoff- Mercaptodthanol und Natronlauge teilweise

inaktiviert.

Aus der Verteilung des Toxins in den Sporenfraktionen unter Beriicksich-
tigung der Ausbeute an Membranbruchstiicken kann man schliessen, dass
mindestens 50 % des gesamten Sporentoxins im Exosporium lokalisiert ist.
Das Exosporium ist also nicht der einzige Toxintrédger in der Spore. In
diese Richtung weisen auch die Resultate von SHORT et al. (1974). Es ge-
lang ihnen, mit ferritinmarkierten Kristallantiseren Kristallantigene in

der Sporenhiille elektronenmikroskopisch nachzuweisen.

Aus der immunologischen Charakterisierung geht hervor, dass das Exo-
sporium und der Kristall mindestens ein gemeinsames Antigen besitzen,

Gegen dieses Antigen werden sowohl bei der Immunisierung mit Kristall-



als auch mit Exosporiumantigenen Antikérper gebildet. Allerdings war es
notwendig, die Exosporiumantigene vorgédngig mit Ellispuffer zu extrahieren,
da in den Membranbruchstiicken andere Determinanten in ihrer Wirkung als
Antigene aktiver zu sein scheinen, was sich im Fehlen der entsprechenden

Antikérper im Antiserum anti F_ S-9 manifestiert. Die Absorption der Anti-

korper anti A aus dem Kristallarzltiserum mit Exosporiumantigenen weist
auf Antigen A als die gemeinsame Komponente hin. Diese Vermutung be-
stdtigen die mit dem monospezifischen Antiserum anti A erhaltenen Resul-
tate. Das Exosporium- und das Kristalltoxin kann mit dem Exosporium -
und auch mit dem Kristallantiserum vollstdndig préazipitiert werden. Somit
ist die gemeinsame Komponente Antigen A fiir die Toxinwirkung in beiden
Extrakten verantwortlich. Mit dem Antiserum anti A wird aus dem Kristall-
und Exosporiumextrakt etwa die gleiche Proteinmenge ausgeféllt. Der pro-
zentuale Toxinanteil scheint im Exosporium- und Kristallextrakt gleich

gross zu sein. Dies entspricht den Resultaten des Biotests, bei dem in bei-

den Extrakten ungefidhr die gleiche spezifische Toxinaktivitat gefunden wurde.

Die 3 Kristallantigene A, B und C, die auch den 3 Hauptbanden im SDS-Gel
entsprechen, sind von NORRIS (1969) in Kristallen des gleichen B. thurin-
giensis - Stammes gefunden worden. Gleichzeitig stellte er eine hohe toxi-
sche Aktivitdt des Antigens A fest. Dieses Antigen A konnte von HERBERT
et al, (1971) isoliert und als die einzige toxische Kristallkomponente iden-
tifiziert werden. Letzteres geht auch aus unseren Resultaten hervor. Fiir
das Antigen A wurde bei der SDS-Gelelektrophorese und aus Aminoséduren-
analysen ein Molekulargewicht von ca, 70'000 bestimmt (B, HERBERT
und H. SOMERVILLE, persénliche Mitteilung). Die Endgruppenanalyse
deutete auf ein reines Protein hin, das weder mit Trypsin noch mit Darm-

saftproteasen von Pieris brassicae weiter abgebaut werden konnte ( H.

SOMERVILLE , personliche Mitteilung).

Neben den serologischen Untersuchungen deuten auch die Resultate der
SDS-Gelelektrophorese auf die Komponente A als die dem Kristall und Exo-
sporium gemeinsame Komponente hin. Das Bandenmuster der Kristallex-
trakte im SDS-Gel entspricht den von HERBERT et al. (1971) und SOMER -
VILLE und POCKETT (1975) gefundenen,
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Mit dem Antiserum anti F2 HB 9-1 gegen das Exosporium der kristallnega-
tiven Mutante konnte die Exosporiumsynthese im Wildtyp S-9 unabhéngig
von den Kristallantigenen untersucht werden. Die daraus folgenden Resul-
tate zeigen, dass die Exosporium - und Kristallantigene gleichzeitig gebildet
werden. Die ersten Kristallproteine sind von LECADET und DEDONDER
(1971) im gleichen Sporulationsstadium gefunden worden. Die Exosporium-
und Kristallsynthese dauert 5 - 6 Stunden und verlduft gleich, d.h. das Ver-
hdltnis des Exosporiumproteins zum Kristallprotein ist widhrend der ganzen

Synthese konstant. In B. thuringiensis wird das Exosporium zur gleichen

Zeit wie der Kristall und vor der Sporenhiille gebildet. Eine dhnliche Se-
quenz beobachteten MURRELL et al, (1969) und OHYE und MURRELL (1973)
in B. cereus. Obwohl die Exosporiumantigene gleichzeitig mit der Kristall-
synthese erscheinen, erfolgt die Aufnahme von 358 - markiertem Cystein
erst gegen das Ende der Membransynthese. Gleiche Ergebnisse erhielten
ARONSON und FITZ - JAMES (1968), die ausgedehnte Einbauversuche mit
radioaktiv markierten Aminoséduren in Fraktionen der Sporenhiille bei

B. cereus durchfiihrten. Auch die Aufnahmeraten fiir 3H - Leucin entspre-
chen wédhrend der untersuchten Periode etwa den von ARONSON und FITZ -
JAMES (1968) bestimmten,

Das Exosporium besteht hauptsadchlich aus Protein und extrahierbaren Li-
piden . Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch Lipoproteine

vorhanden sind. Das Exosporium von B. thuringiensis und B. cereus (MATZ

et al., 1970) unterscheidet sich vor allem im Polysaccharidgehalt. So be-
stehen die nach der Methode von GERHARDT und RIBI (1964) isolierten
Membranbruchstiicke von B. cereus nach MATZ et al. (1970) zu 20 % des

Trockengewichtes aus Polysacchariden. Bei B. thuringiensis sind es nur

2 %. Auch weist die Membran in diesen beiden Organismen eine unterschied-

liche Aminosédurenzusammensetzung auf, Die Fraktionen F_, und F2 von

1
B. thuringiensis enthalten viel Cyst(e)in (6,8 %), wovon 2/3 bei den gewéhl-

ten Bedingungen alkyliert werden konnten. Einen &hnlich hohen Cysteinge-
halt fanden KONDO und FOSTER (1967) in der SDS-16slichen parakristallinen
Fraktion der Sporenhiille von B. megaterium (8,2 %). Unlésliche Sporen-

hiillefraktionen enthalten bedeutend weniger Cystein, ndmlich 2,3 % bei
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B. subtilis (SPUDICH und KORNBERG, 1968) und 3,4 % bei B. cereus
(ARONSON und FITZ - JAMES, 1968). Dieser hohe Cystein-Anteil tragt

sicher auch zur Schwerloslichkeit der Membranen bei.

Die Resultate lassen vermuten, dass beide Fraktionen, 1-7‘1 und F2 Bestand-

teile des Exosporiums sind.



5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Exosporium von Bacillus thuringiensis wurde durch Ultraschall von

den Sporen abgetrennt und mittels Differential - und Gradientzentrifugation
isoliert. Die beiden resultierenden Membranfraktionen Fl und F_ wurden
im Elektronenmikroskop mit dem Exosporium der intakten Sporen vergli-
chen. Ausserdem wurden vergleichende serologische und gelelektrophore-
tische Untersuchungen mit den Exosporium - und Kristallproteinen durch-

gefiihrt.

Aus den Membranfraktionen F1 und F2, die sich nur in bezug auf ihre

Dichte und die Gittergrosse der hexagonalen Struktur unterschieden, konnte

ein gegen Pieris brassicae wirksames hitzelabiles Toxin extrahiert werden.

Die spezifische Aktivitdt war mit derjenigen einer Kristallosung vergleich-
bar. Dieses Toxin wurde mit Kristallantiserum vollstidndig inaktiviert. Mit
einem gegen das Exosporium gebildeten Antiserum konnte auch das gesamte
Kristalltoxin prédzipitiert werden. Es zeigte sich, dass das Exosporium -
toxin mit dem Kristalltoxin serologisch identisch ist und wahrscheinlich

ebenfalls ein Molekulargewicht von ca. 70'000 besitzt.

Die Synthese des Exosporiums und des Proteinkristalls findet gleichzeitig

statt und beginnt zwischen t_ und t4 (Zeit in Stunden nach dem Ende der

3
exponentiellen Phase). Sie dauert ca. 6 Stunden. Parallel dazu erfolgt auch

die Toxinsynthese.

Das Exosporium ist vor allem aus Proteinen (ca. 75 %) und Lipiden (ca. 25 %)
aufgebaut. Die Proteine sind schwer 16slich und zeichnen sich durch einen
hohen Cysteingehalt (ca. 6,8 % der Aminosiduren) aus. Die Lipide sind aus

90 % neutralen Lipiden und 10 % Phospholipiden zusammengesetzt. Es konn-

ten lediglich 2 % Polysaccharide nachgewiesen werden.
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