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ser beiden Erklärungsversuche nicht d irekt aus­
schließen läßt, mögen physiko-chemische und b io­
logische D eutung als etwa gleich wahrscheinlich an­
gesehen werden.

W ährend die Versuche zur E rfassung der Gleich­
gewichtskonzentration in  den Bakterien in einem 
Bereich ausgeführt w orden sind, der einen Vergleich 
zwischen gleich großen sowie gleich wirksam en 
B-PAS und PAS-K onzentrationen erlaubt, sind bei 
den Auswaschversuchen allein die bakteriostatisch 
gleich w irksam en K onzentrationen in Betracht gezo­
gen worden. Da diese in vitro um einen F aktor 100 
verschieden sind, kann zunächst nicht entschieden 
werden, ob die verzögerte E luierbarkeit der aufge­
nom m enen B-PAS durch die wässerige Spülflüssig­
keit lediglich Ausdruck der besseren Fettlöslichkeit 
ist, oder ob sie infolge begrenzter Penetration  auf 
den G rößenunterschied der angew andten K onzentra­

tionen zurückzuführen ist. Es ist ferner möglich, 
daß noch andere F aktoren, wie z. B. Substratspezifi­
tät oder die B indungs- und V erteilungsverhältnisse 
im B akterieninneren in Erw ägung gezogen werden 
müssen.

Abschließend sei darau f hingewiesen, daß diese 
vergleichenden Experim ente keine Aussage darüber 
erlauben, in welcher F orm  und an welchem O rt PAS 
bzw. B-PAS ihre bakteriostatische W irkung en tfa l­
ten. H ingegen ist die K enntnis der beträchtlichen 
Anreicherung — speziell der B-PAS — in den T u­
berkelbazillen geeignet, die in  vivo-W irkung dieser 
B akteriostatika dem V erständnis näher zu bringen.

Wir danken den Herren Dr. E . E ic h e n b e r g e r , Dr. 
R. F is c h e r  und Dr. J. Z e y e r  für Unterstützung und Be­
ratung und den Laborantinnen Fräulein E v a  S c h m ie - 
d e r  und K ä t h y  E g g l e r  für ihre zuverlässige Mitarbeit.

Uber die Abhängigkeit der bakteriziden Wirkung von M itomycin C 
auf E. coli B und B/M C  von der Temperatur und dem N ährm edium

Von U l r i c h  W i n k l e r

Aus dem Institut für Mikrobiologie der Universität Frankfurt/M.
(Z. Naturforschg. 17 b, 670—675 [1962] ; eingegangen am 13. März 1962)

The bactericidal effect of Mitomycin C on E. coli B and the partial reactivability of MC induced 
cell-inactivations depends on the genotype, the composition of the plating medium and the post­
incubation temperature in a way rather similar to that found in corresponding UV-experiments.
This indicates that at least one type of MC-induced damage in E. coli must be identical or similar 
with lesions produced by UV.

The kinetics of MC-bindung to the cells is the same for the wildtype and an MC-resistant 
mutant. The temperature coefficient @ 10 for binding of MC is between 2 and 4 in the range from
20 °C to 45 °C ; this shows that the MC-uptake is propably not limited by physical reasons.

The results have been discussed considering the hypothesis that MC acts by activating the cel­
lular DNase.

M itomycin C ( =  MC) ist ein kristallines, bak­
terizides und tum orhem m endes A ntibiotikum  noch 
unbekannter chemischer S truk tu r aus Streptom yces  
ca esp i to su s1. In  E. co/i-Bakterien hem mt es in 
n iedrigen K onzentrationen selektiv die DNS-Syn- 
these2 und depolym erisiert die vorhandene D N S3,4,5. 
Bisher w urde jedoch erfolglos versucht, unter in 
vitro-Bedingungen m it MC DNS aus Bac. subtil is

1 S .  W a k a k i, H. M a r u m o , K .  T o m io k a , G. S h im iz u , E. K a t o , 
H. K a m a d a , S .  K u do  u . Y. F u g im o to , Antibiotics and Che­
motherapy 8, 228 [1958] ; N. O t s u j i , M . S e k ig u c h i, T .  
I ijim a  u. Y. T a k a g i, Nature [London] 184, 1079 [1959].

2 S .  S h ib a , A. T e r a w a k i, T .  T a g u ch i u . J. K a w a m a t a , Nature
[London] 183, 1056 [1959] ; S .  S h ib a , A. T e r a w a k i, T .
T a g u ch i u . J. K a w a m a t a , Biken’s J. 1, 179 [1958].

oder aus H eringssperm ien abzubauen oder die A k­
tivität von D esoxyribonuclease, Desoxyribonucleo- 
tid-K inase und Polym erase zu beeinflussen3’ 5. So­
mit sind weitere MC-Versuche an  intakten O rganis­
men zur A ufklärung der M C-W irkungsweise (oder 
P lural) nötig.

Kürzlich w urde in  parallelen  MC- und UV-Ver- 
suchen nachgewiesen, daß getrennt isolierte MC-

3 H. K e r s t e n  u . H. M . R a u e n , Nature [London] 190, 1195
[1961],

4 E. R e ic h , A. J. S h a t k in  u . E. L. T a t u m , Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 53, 132 [1961].

5 Y. N a k a t a , K . N a k a t a  u . Y. S a k a m o t o , Biochem. biophy- 
sic. Res. Commun. 6, 339 [1961].
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resp. uv-resistente M utanten von E. coli B (genannt 
B/MC resp. B /r) hinsichtlich ih rer Koloniebildungs- 
Fähigkeit gegen beide Noxe kreuzresistent s in d 6. 
In derselben A rbeit w urde w eiterhin gezeigt, daß 
kurzfristig  M C-behandelte B-Zellen bei einer Nach- 
bebrü tungstem peratur von 4 5  °C eine bedeutend 
höhere Überlebenschance haben als bei 37 c C; bei 
uv-bestrahlten B-Zellen ist diese sog. Hitzereaktivier- 
barkeit schon seit m ehr als 1 0  Jahren  b ek an n t7,8. 
Beide Befunde lieferten der schon von mehren A uto­
ren (L iteratu r s. 1. c. 9) geäußerten Hypothese der 
zum indest teilweisen W irkungsgleichheit von MC 
und UV des W ellenlängenbereiches um 2 5 4  m ju 

neuen Stoff.
In der vorliegenden A rbeit wurde nun die Milieu- 

A bhängigkeit der bakteriziden W irkung von MC 
gründlicher untersucht. Die Resultate sind auffällig 
ähnlich denjenigen entsprechender UV-Versuche 8> 10.

Material und Methoden

Es wurden die Bakterienstäm m e E. coli B und fünf 
auf G radientenplatten isolierte M C-resistente M utan­
ten verschiedener klonaler H erkunft verwendet 6. Stets 
wurden belüftete B ouillonkulturen in der log-Phase ab­
zentrifugiert und durch Resuspendieren der Zellen in 
w enig eiskaltem , neutralen Phosphatpuffer (plus
2 - IO-3 M ole M g S 0 4) konzentrierte Suspensionen der 
gewünschten Dichte hergestellt. Sollte  die inaktivie­
rende W irkung von MC in Abhängigkeit von der E in­
w irkungstem peratur (genannt T x) bestim m t werden, so 
wurden 0,2 ml der Zellsuspension für 1 min zum Tem ­
peraturangleich in das gewünschte W asserbad einge­
stellt, bevor das gleiche Volum en einer MC-Lösung in 
Puffer hinzugegeben wurde. D ie M C-Behandlung 
dauerte in der R egel 4  M inuten. Danach wurde sofort 
in Puffer verdünnt und auf DIFCO-Bouillonagar (plus
0,5% NaC l) und/oder M 9-M inim alagar 11 mit der Guß- 
platten tech n ik12 ausgeplattet. Genau 10 min nach B e­
endigung der M C-Behandlung der Bakterien wurde die 
Bebrütung in Brutschränken, die mit Ventilatoren aus­
gestattet waren (ausgenom m en der 20 °C-Brutschrank), 
begonnen. A garplatten , auf denen nach 24-stdg. A uf­
enthalt bei den verschiedenen Tem peraturen (genannt 
T 2) die K olonien noch nicht sichtbar oder nur winzig 
waren, wurden w eitere 18 bis 24 Stdn. bei 37 °C be­
brütet und erst dann ausgewertet.

6 U. Winkler, Naturwissenschaften 49, 91 [1962].
7 E. H. Anderson, J. Bacteriol. 61, 389 [1951] ; W. Stein u .

I. Meutzner, Naturwissenschaften 37,167 [1950].
8 W. Harm u . W. Stein, Z. Naturforschg. 8 b, 123 [1953].
9 M. Levine, Virology 13, 493 [1961],
10 R. B. Roberts u . E. Aldous, J. Bacteriol. 57, 363 [1949].
11 G. Koch u . W. Weidel, Z. Naturforschg. 11b, 345 [1956].

Sollte nur die Kinetik der MC-Bindung durch E. coli- 
Zellen bestimmt werden, wurden je 2 ml Bakterien­
suspension und MC-Lösung vermischt, nachdem die 
MC-Lösung die gewünschte Einwirkungs-Temperatur 
7 \ angenommen hatte. Nach einer bestimmten Bin­
dungszeit wurde eisgekühlt und dann 30 min bei 
5000 Upm in einer ausschwingenden Christ-Zentrifuge 
zentrifugiert. Die Überstände wurden zur Bestimmung 
der Menge des bis dahin noch ungebundenen Mito­
mycins bei der Wellenlänge X =  362 m//, bei der MC 
ein charakteristisches Absorptionsmaximum hat, in 
einem Zeiss-Spektrophotometer, Modell PMQ If, ge­
messen; der Inhalt einer „2 mg potency“ MC-Am- 
pulle 13, gelöst in 200 ml Puffer, hat bei 362 mju bei
1 cm Schichtdicke eine optische Dichte von etwa 0,68. 
Alle photometrisch erhaltenen Meßwerte wurden für 
die optische Dichte nicht interessierenden Materials kor­
rigiert.

Ergebnisse

1. A b h ä n g i g k e i t  d e r  M C - B i n d u n g  
v o m  G e n o t y p  u n d  d e r  M C - E i n w i r ­

k u n g s - T e m p e r a t u r  (7 \)

Zellen streptom ycin-resistenter E. co/i-M utanten 
unterscheiden sich u. a. dadurch von solchen des 
W ildtyps, daß sie weniger A ntibiotikum  aufnehm en 
k ö n n en 14. Da nun das M olekulargewicht von MC 
nicht kleiner als jenes vom Streptom ycin ist, son­
dern m it ca. 1200 sogar etwa doppelt so groß 15, 
wurde geprüft, ob die MC-Resistenz von B/MC2 
vielleicht ebenfalls auf verm inderter Aufnahme-

N icht zellgebundenes MC in °//o

T i B B /M C 2 Mittel <?10

45° C 32,1 32,5 32,3
3,86

37° C 67,3 68,9 68,1
2,50

30° C 81,2 82,3 81,7
2,94

20° C 88,6 98,1 93,3

Tab. 1. Bindung von MC durch E. coli B und B /M C 2  binnen 
10 min in Abhängigkeit von der MC-Einwirkungs-Tempera- 
tur 7 \ . In den Versuchsröhrchen war die anfängliche MC- 
Konzentration 10 ,ag/ml =  100% und die Zellzahl 6 ,5-109/ml.

12 M. H. A d a m s , Bacteriophages, Interscience Publ., New 
York 1959.

13 Der KYOWA HAKKO KOGYO Co., Inc., Tokyo, sei für 
die kostenlosen Mitomycin C.-Proben herzlich gedankt.

14 N. A n a n d , B. D .  D a v is  u . A .  K. A r m it a g e , Nature [Lon­
don] 185,23 [I960].

15 T. K o r z y b sk i u . W. K u r y lo w ic z , Antibiotica, VEB Fischer 
Verlag, Jena 1961.
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fähigkeit für das A ntibiotikum  beruht. Aus Tab. 1 
geht folgendes hervor:

a) Wildtyp- und M utantenzellen haben unter den 
gewählten Versuchsbedingungen dasselbe MC-Bin- 
dungsverm ögen.

Der bei 20 C gefundene Unterschied ist zufalls­
bedingt, wie sich bei einer Versuchswiederholung 
ergab.

b) Die Menge von gebundenem  MC pro  10 min 
ist r r abhängig. Der Tem peraturkoeffizient @10 liegt 
im gesamten gemessenen Bereich (20" bis 4 5 ° )  zwi­
schen 2 und 4. Nach der RGT-Regel von V a n ’t 
H o f f  ist daraus zu schließen, daß die T^-Abhän- 
gigkeit der M C-Bindung an die Zellen wohl nicht 
physikalisch, z. B. durch unterschiedliche Perm eabi­
lität der Zellwände fü r die MC-Moleküle, bedingt 
sein k a n n 16. W ahrscheinlicher ist eine sofortige 
echte chemische Bindung des MC an irgendeine 
Zellkomponente.

In einem w eiteren Experim ent w urden T 1 bei 
37 C und die M C-Konzentration ( 1 0 //g /m l) kon­
stant gehalten, dafü r aber die M C-Einwirkungszeit 
zwischen 5 und 30 m in variiert. A udi h ierbei w aren 
W ildtyp und M utante hinsichtlich der K inetik der 
MC-Bindung nicht zu unterscheiden.

Versucht m an die M C-Bindungsfähigkeit von B- 
Zellen durch V orbestrahlung derselben m it UV 
„kom petitiv“ zu erniedrigen, so zeigt sich erst bei 
der hohen Dosis von etwa 1,2 ■ 10° erg m m -2 , ent­
sprechend etwa 104 Letaltreffern, ein Effekt: Es 
werden 15% w eniger MC gebunden als in der K on­
trolle. Gleichzeitig sinkt aber auch die Menge aus­
geschiedenen Zellm aterials, das bei 260 m ju absor­
biert, um etwa 10 Prozent. Som it ist das Resultat 
wohl nicht im Sinne einer echten Kom petition von 
MC-Molekül und UV-Quant am prim ären  B indungs­
o rt zu deuten. Die A nnahm e einer unspezifischen 
Reduktion der Zellw andperm eabilität bei sehr hohen 
UV-Dosen ist wahrscheinlich berechtigter.

2. A b h ä n g i g k e i t  d e r  b a k t e r i z i d e n  
M C - W i r k u n g  v o m  G e n o t y p ,  7\  u n d  d e r  

N ä h r a g a r - Z u s a m m e n s e t z u n g

Dieselbe Zellzahl von E. coli B resp. B /M C 2  
wurde bei verschiedener T em peratur (7^) für 4 min 
mit 1 0 //g/m l MC behandelt. Danach w urde ver­

16 H. N e t t e r , Theoretische Biochemie, Springer Verlag, Ber­
lin 1959.

dünnt und auf Bouillon- und M 9-Agar die über­
lebende Keimzahl bestimm t. Die in Abb. 1 w ieder­
gegebenen Überlebendenkurven zeigen, daß die bak­
terizide M C-W irkung J^-abhängig ist und zum Zeit­
punkt der zellulären MC-Bindung das Ausm aß der 
daraus resultierenden biologischen Schäden noch 
nicht festliegt. Zum indest folgende Faktoren  können 
es beeinflussen:

Abb. 1. Die bakterizide Wirkung von MC (10 /tg/ml End­
konz.) auf £ . co liB  ( —O —•  —) und B/M C2  ( — □ — * —) in 
Abhängigkeit von der Zusammensetzung des Nähragars und 
der MC-Einwirkungs-Temperatur 7 \ . Die MC-Einwirkungs­
zeit war stets 4 min, und die Bebrütungstemperatur T% aller 

Agarplatten 37 °C.
Kurven A und D =  DIFCO-Bouillonagar; Kurven B und C =  

M9-Minimalagar. N 0 =  1,5 • 108/ml.

a) Der Genotyp der Zellen. Dieser macht sich bei 
verschiedenen T 1 unterschiedlich bem erkbar.

b) Die Zusammensetzung des N ähragars . MC- 
behandelte W ildtypzellen werden auf Bouillonagar 
weit stärker inaktiviert als auf M 9-Agar. Dagegen 
verhalten sich Zellen der M utante B /M C 2  auf den 
beiden N ährböden gerade um gekehrt und sind 
außerdem  hinsichtlich ih rer MC-Empfindlichkeit 
weniger nährboden-abhängig als die W ildtypzellen.

In entsprechenden U V -10 und R öntgen-V ersu­
chen 17 überlebte B ebenfalls auf M inim alagar besser 
als auf Bouillonagar und B/r  verhielt sich analog 
B/M C2.

17 G. E. S t a p l e t o n , A. J. S b a r r a  u. A. H o l l a e n d e r , J. Bac­
teriol. 70 ,7  [1955].
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3. A b h ä n g i g k e i t  d e r  b a k t e r i z i d e n  
M C  - W i r k u n g  v o m  G e n o t y p ,  d e r  N a c h -  

b e b r ü t u n g s t e m p e r a t u r  (T2) u n d  d e r  
N ä h r a g a r - Z u s a m m m e n s e t z u n g

Die Versuche w urden entsprechend denen des 
letzten Abschnittes durchgeführt, nu r mit dem U nter­
schied, daß diesm al T x bei 37 °C konstant gehalten 
und T 2  v ariie rt w urde. Die Ergebnisse (Abb. 2) zei-

Abb. 2. Die bakterizide Wirkung von MC (10 ^g/ml End­
konz.) auf E. coli B ( —o —•  —) und B/M C2  ( — □ —* —) 
in Abhängigkeit von der Zusammensetzung des Nähragars 
und der Bebrütungstemperatur T2 der Agarplatten. 7 \ =  

37 °C. Näheres s. Abb. 1.

gen, daß bei E. coli B die biologische Auswirkung 
zellgebundenen MC’s in erster N äherung eine der 
M C-Bindung entgegengesetzte T em peraturabhängig­
keit hat. D ie Chance der Zellinaktivierung ist so­
wohl auf Bouillon- als auch auf M9-Agar bei 
T 2  ~  25 °C am  größten. Das MC-W irkungsmini- 
m um  liegt auf Bouillonagar bei T2 ^> 45 °C und auf 
M 9-Agar bei T 2  40  °C.

Das Abknicken der Kurve B in Abb. 2 oberhalb 
40 °C könnte vielleicht durch die Annahme erk lärt 
werden, daß infolge M C-Behandlung viele thermo-

18 U. L e ü p o l d  u . N. H .  H o r o w it z , Z. Vererbgsl. 84,306 [1952].
19 T. I i j im a  u. A. H a g iw a r a , Nature [London] 185, 395

[I960].
20 J. L e d e r b e r g  u . E. M. L e d e r b e r g , J. Bacteriol. 63, 399

[1952],

auxotrophe M u ta n te n 18 entstanden sind, die bei 
7’2 =  45 c C zwar auf Bouillon-, aber nicht m ehr auf 
M 9-Agar überleben können; denn MC ist ein M uta­
gen 19. Um diese A nnahm e zu prüfen, w urden 850 
bei 45 °C auf B ouillonagar überlebende Kolonien 
von M C-behandelten ß-Zellen auf M 9-Agar gestem­
pelt 20 und P arallelp latten  bei 37 °C und 45 °C be­
brütet. Jedoch w ar keine einzige K olonie bei den 
beiden T em peraturen auxotroph. Also ist obige 
Hypothese unzutreffend. Die geringere Ü berlebens­
chance M C-behandelter ß-Zellen bei 45 °C auf M9- 
A gar an Stelle von Bouillonagar läßt sich somit nur 
durch A nnahm e eines nicht-erblichen, MC-empfmd- 
licheren physiologischen Zustandes bei 45 °C er­
klären.

Beim Stam m  B /M C 2  ist die Zellinaktivierung 
durch zellgebundenes MC kaum  ^ -a b h ä n g ig . 
B /M C 2  ist hinsichtlich der fehlenden „45 °C-Reak- 
tiv ierbarkeit“ der MC-Schäden keine Ausnahm e, 
denn 4 weitere M utantenstäm m e (B /M C  1, 4, 6 und 
9) verhielten sich annähernd  ebenso.

In Abb. 2 ist der W irkungsreduktions-Faktor 
W R F 21, der sich durch Vergleich der bei 37 °C und 
45 °C bestim m ten Ü berlebens-Prozentsätze (Ü)  in 
Kurve A ergibt, etwa 4 ,5 . Seine Höhe ist abhängig 
(a) vom Zeitintervall zwischen der M C-Behandlung 
der Bakterien und ih rer N achbebrütung bei 45 °C 
und (b) von der K onzentration.

Zu ( a ) : ß-Zellen w urden bei 37 ^C 1 0 m in  mit
2,5 /ig /m l MC behandelt und danach verdünnt auf 
37 °C w arm e B ouillonagarplatten verteilt. Nach ver­
schieden langer anschließender B ebrütung bei 37 °C 
w urden die P latten bei 45 °C w eiterbebrütet 
(Abb. 3 ) .  W urden die P latten schon 10 min nach 
Beendigung der M C-Behandlung bei 45 °C w eiter­
bebrütet, so überlebten 52% der Bakterien (in 
Abb. 3 =  100% ), entsprechend einem  W RF  von 
8.9. D auerte die 37 °C-Bebrütung dagegen 110 min, 
überlebten w eniger als 1 %, entsprechend der Ü ber­
lebenschance bei alleiniger 37 °C-Bebrütung. Somit 
sind nach diesem Zeitintervall von ca. 2 Stdn. alle 
bei 37 c C entstandenen und u. U. durch 45 °C reak­
tiv ierbaren MC-Schäden irreversibel geworden. Da 
die durchschnittliche lag-Periode fü r die Zellteilung

21 WRF  =  °°  ^ 3". Der W RF  könnte vorläufig
log 100 —log U45

ebensogut Wirkungsverstärkungs-Faktor genannt werden; 
bisher ist nämlich noch unbekannt, ob der Beeinflussung 
der Überlebensrate MC-behandelter 5-Zellen durch ver­
schiedene Nachbebrütungs-Temperaturen Reaktivierungs­
oder Verstärkungs-Prozesse zugrunde liegen.
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von B unter gewählten V ersuchsbedingungen etwa
2 bis 2,5 Stdn. dauert, werden die MC-Schäden 
wahrscheinlich bei den V orbereitungen zur ersten 
Zellteilung m anifestiert.

Abb. 3. Abnahme der Überlebenden von kurzfristig MC-be- 
handelten E. coli B-Zellen bei 45 °C als Funktion der Vor- 
bebrütungsdauer bei 37 °C. Die Keimzahl der MC-unbehan- 

delten Kontrolle war 4,4 • 107/ml. Näheres im Text.

In U V -V ersuchen22 oder nach 32P -E in b a u 23 in 
ß-Zellen wurden von anderen A utoren Ergebnisse 
erhalten, die unserem  Resultat m it MC weitgehend 
entsprechen.

Zu ( b ) : Läßt m an bei 37 °C fü r 4 min verschie­
dene M C-Konzentrationen auf etwa 8 - 10 '/m l 5-Zel- 
len einwirken und bebrütet anschließend auf B ouil­
lonagar parallel bei 37 °C und 45 °C, so nim m t 
der W RF  oberhalb 2 ,5 //g /m l ab (Tab. 2 ) , weil 
oberhalb dieser K onzentration die Inaktiv ierung bei 
37 °C N achbebrütung nicht m ehr dosisproportional 
verläuft. In einem Parallelversuch m it l , 4 ’ 1010/m l 
ß-Zellen und 10 m in M C-Einwirkungszeit w urde 
aber festgestellt, daß die M C-Bindung bei höheren 
M C-Konzentrationen keinesfalls abnim m t (Tab. 2 ) .

Diese Befunde besagen, daß entweder MC-Mole- 
küle nicht nur an lebensnotwendige, sondern auch

an irgendwelche anderen Zellstrukturen gebunden 
werden können, oder aber, daß oberhalb einer be­
stimmten Grenzzahl von MC-Molekülen pro  Zelle 
die W irkungschance pro Molekül verm indert w ird.

Diskussion

Die Resultate m ehrerer A utoren deuten daraufh in , 
daß der dom inierende Effekt von MC auf E. coli B 
in einer unphysiologisch starken A ktivierung zell­
eigener DNasen besteht 3’ 4- 5’ 24. V orliegende A rbeit 
zeigt nun, daß die bakterizide W irkung von MC 
auf ß-Zellen bei einer N achbebrütungstem peratur 
von etwa 25 C maximal ist; es ist aber unw ahr­
scheinlich, daß die E. co/t-DNasen bei dieser n ied ri­
gen T em peratur ihr W irkungsoptim um  haben. D ie­
sen W iderspruch zwischen unseren Befunden und 
den in der L iteratur vorliegenden kann m an mit 
H ilfe einer der beiden folgenden A nnahm en um ­
gehen :

a) Die Uberlebenschance M C-behandelter B-Zel­
len ändert sich tatsächlich annähernd um gekehrt p ro ­
portional m it der DNase-Aktivität in denselben; das 
eigentliche Tem peratur- und zugleich W irkungsopti­
mum der DNasen wird aber durch andere, chemisch 
und kinetisch noch unbekannte Prozesse (z. B. se­
kundäre Reaktivierungen) überdeckt.

b) Der beträchtliche Anstieg der DNase-Aktivität 
in M C-behandelten Zellen hat nu r untergeordnete 
Bedeutung für deren Uberlebenschance; die eigent­
liche Ursache der bakteriziden M C-W irkung ist noch 
unbekannt.

Zwischen diesen beiden Annahm en kann  viel­
leicht bald entschieden werden, weil augenblicklich 
die Stämm e B und B/M C  hinsichtlich des Ausm aßes 
der DNase-Aktivierung nach M C-Behandlung ver­
glichen werden.

Die Abhängigkeit der bakteriziden M C-W irkung 
auf E. coli  B vom Genotyp und verschiedenen Um-

E . coli B
0 1 2,5

[jig/ml MC (Endkonz.) 
5 7,5 10 20 40

N /N 0 bei 37° C [%] 100 45.8 14.9 5,5 1,8 0,80 __ __
W R F 1 10 10 6.8 6.1 5,2 — —

Gebundenes MC [%] 0 23,7 22,9 26,7 26,6 28,8 28,4

Tab. 2. Abnahme der Überlebenden (N /N 0) von E. coli B bei T i =  T2 =  37 °C und des WRF (infolge 45 °C-Bebrütung) in 
Abhängigkeit von der MC-Konzentration. Weiterhin MC-Bindung in Abhängigkeit von der MC-Konzentration. Näheres s. Text.

22 E. M. W it k in , Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. 23 R. F. H il l , Nature [London] 188.412 [I960].
Biol. 21, 123 [1956]. 24 H .  K e r s t e n , persönliche Mitteilung.
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weltsfaktoren gleicht in vieler Hinsicht derjenigen in 
entsprechenden UV-Versuchen anderer A u to ren 8; 
z. B. sind von den MC- resp. UV-Schäden in einer 
ß -Population  unter gleichen Versuchsbedingungen 
gleiche Anteile durch 45 °C N achbebrütung reak ti­
v ierbar. S i n s h e i m e r  25 vermutete, daß evtl. ein Cyto- 
sin-Photoprodukt die Ursache für die tem peratur- 
reaktiv ierbaren Schäden in uv-bestrahlten Zellen ist, 
weil es nämlich leicht w ärm erevertiert werden kann.

25 R. L. S in s h e im e r , Rad. Research 6. 121 [1957].

Die Tatsache aber, daß auch nach 32P-Einbau 23 und 
M C -B ehandlung6 w ärm ereaktivierbare Schäden in 
ß-Zellen wie nach UV-Bestrahlung entstehen, spricht 
gegen diese Annahme.

Die Arbeit wurde durch die D e u t s c h e  F o r ­
s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  unterstützt und unter 
der fleißigen und gewissenhaften Mitarbeit von Fräu­
lein G i s e l a  D it t r i c h  durchgeführt. Herrn Prof. Dr. 
R. W. K a p l a n  sei für anregende Diskussion herzlich 
gedankt.

Strukturuntersuchungen an Plastiden*
I I I .  R öntgenographische U ntersuchungen  an  iso lierten  C hloroplasten  un d  C hloroplasten lebender Zellen

Von W e r n e r  K r e u t z  und W i l h e l m  M e n k e

Aus dem Botanischen Institut der Universität zu Köln
(Z. Naturforsdig. 17 b, 675— 683 [1962] ; eingegangen am 21. März 1962)

Orientierende Röntgenkleinwinkel-Untersuchungen an isolierten Chloroplasten von Antirrhinum  
majus und an Chloroplasten lebender Zellen von Chlorella pyrenoidosa  haben folgendes ergeben:
Die ungestörte Periode der Thylakoidstapel beträgt 177 ±  3 Ä. Die Thylakoide bestehen aus zwei 
asymmetrisch gebauten Membranen, die spiegelbildlich zueinander liegen. Die einzelnen Thylakoid- 
membranen setzen sich aus einer kompakten Lipidschicht von maximal 35 Ä Dicke und einer 
korpuskular gebauten Proteidschicht mit einer Periode von etwa 36 Ä in der Schichtebene zusam­
men. Der Schwerpunktsabstand beider Schichten beträgt 41 db 1 Ä .  Vergleichend ausgeführte elek­
tronenmikroskopische Untersuchungen ergaben für die Periode Werte zwischen 230 und 360 Ä.

Chloroplasten bestehen aus dem Lam ellarsystem , 
an welchem die photochemischen Reaktionen der 
Photosynthese ablaufen, der M atrix, welche die lös­
lichen Enzyme enthält, und der Plastidenm em bran, 
welche die Chloroplasten gegen das Cytoplasm a ab­
grenzt. Als Einschlüsse können in Chloroplasten 
S tärkekörner, Globuli (osmiophile G ranula) und ge­
legentlich auch sogenannte Proteinkristalle Vorkom­
men.

Das Lamellarsystem der Chloroplasten besteht 
aus Thylakoiden, die in Abb. 1 a im Querschnitt 
schematisch dargestellt sind. Bei diesen überm ole­
kularen Bauelementen handelt es sich nicht um dop­
pelt konturierte Platten, sondern um zwei m iteinan­
der verbundene M embranen, was schon daraus h er­
vorgeht, daß die Thylakoide blasig anschwellen 
können. Die chemische Analyse ergibt, daß T hyla­
koide aus Proteiden und Lipiden bestehen, wobei 
der Lipidgehalt etwa 35% beträgt. Zerstreut liegende 
Thylakoide (Abb. 1 a) findet m an im Chromato-

* Herrn Professor Dr. O tto K r a t k y  zum 60. Geburtstag ge­
widmet.

a

c

Abb. 1. Allgemeines Bauprinzip des Lamellarsystems der 
Plastiden in schematischer Darstellung, a) isoliert in der 
Matrix liegende Thylakoide, b) Thylakoidstapel eines grana- 
freien Chloroplasten, c) Thylakoidstapel aus einem Chloro­
plasten mit Granastruktur. Die Zeichnungen sind nicht maß­

stäblich.

plasm a der Cyanophyceen und wahrscheinlich auch 
in den P lastiden der Rhodophyceen. In den Chloro­
plasten der übrigen Algen und höheren Pflanzen 
sind die Thylakoide zu Stapeln vereinigt, wie in


