
Archiv ftir 3likrobiologie 43, 262--279 (1962) 

Aus dem bakteriologischen Laboratorium der Arzneimi~telfabrik 
W. Spitzner GmbH, E~tlingen/Baden 

Untersuchungen an Myxococcus xanthus 
I. Bildungsbedingungen, Isolierung und Eigenschaften 

eines bakteriolytischen Enzymsystems 

Von 
IIANS BENDER 

3/[it 10 Tex?~abbildungen 

(Eingegangen am 4. April 1962) 

Seit den Untersuehungen yon PI~oY (1913, 1921) haben zahlreiehe 
Autoren fiber die bakteriolytisehen F/~higkeiten der Myxobakterien be- 
riehte~ (Literaturzusammenstellung bei Nog~N 1953 a u. 1960 a). W~hrend 
die Lyse erhitzter, Gram-negativer Bakterien (SALTO~ U. HOI~E 1951) 
zu einem groBen Tefl dutch proteolytisehe Exoenzyme katalysiert wird 
(OxFoI~D 1947; SIIeGtt 1947; NOl~I~ 1953a, 1955a, 1960a u. 1960b), ist 
der Vorgang der Lyse lebender Zellen noeh unklar. Wiederholt wurde 
gezeigt, dab Myxobakterien intakte Eubakterien nur in direktem Iion- 
takt  aufzul6sen verm6gen (IMSOHEXETZKI U. KI:SJIZl~IXA 1951; OETXEI~ 
1953; N o l ~  1960 b), wobei Gram-negative besser verwertbar sein sollen 
als Gram-positive (BEEBE 1941a; SINGI~ 1947; OEW~ER 1953). Einige 
Autoren nehmen an, dab ein vor allem gegen Gram-positive Keflne wirk- 
sames antibiotisehes Prinzip die Zellen abtStet (OxroRI) u. SI~GI~ 1946; 
Oxrol~D 1947; IMSOHENETZKI U. KUSJ~:I~I~A 1951; N O I ~  1953b) und 
sie dadureh der Wirkung der Proteasen zug~nglieh maeht. 

Zellwandlytisehe Enzyme haben in den letzten Jahren viel zur Struk- 
turaufkl~trung bakterieller Zellw~nde beigetragen, wobei vor allem die 
spezifisehe Spaltung dureh Lysozym bzw. eine ans Streptomyeeten iso- 
lierte ,,Aetinolysopeptidase" (F1) eingehender untersueht wurde (SALTO); 
1956 a; GttUYSElg 1957 ; SALTON U. GHUYSEN 1957 ; WELSCE 1957 U. 1958 ; 
SAL$ON u. GHU:CSEN 1960; SALTON U. PAVL]X 1960). 

Aueh in tt insieht auf eventuelle Beitr/~ge zur Strukturanalyse bakte- 
rieller Zellwgnde sehien es gereehtfertigt, die Untersuehungen der bak- 
teriolytisehen F/~higkeiten yon Myxobakterien erneut aufzugreffen und 
naeh M6gliehkeit die Existenz eines spezifisehen Enzyms in zellfreiem 
Zustand exakt naehzuweisen. In  dieser ersten Arbeit soll fiber die Isolie- 
rung, die Bildungsbedingungen und einige Eigensehaften des bakterio- 
lytisehen Systems beriehtet werden. 
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I. Methodik 
a) Mi~robiologische Methoden. Von den S~ammkulturen auf einem Bakterien- 

agar ~ wurden die Myxobakterien zur Anzucht einer maximalen Menge Impf- 
materials auf einen peptonlaaltigen N~hragar 2 iiberimpft, der reichliches vege- 
tatives Wachstum gewghrleistet (Fr~cK 1950). Fiir die Hauptkultm'en verwendeten 
wir eine dem Medium fiir Stammkulturen entsprechende oder die yon Nogs 
(1955 b) Ms IIIB- angegebene Ngtu,16sung mit geringen Abgnderungen s, als Kul~ur- 
gef~ge 11-Erlenmeyer- trod grol~e Fernbach-Kolben (100 ml bzw. 250 ml L6sung je 
Kolben). Je 100 ml NghrlSsung wurde mit der 3--4 nag Trockenzellen entspreehen- 
den Menge einer 4 Tage alten, bei 30 ~ C bebrfiteten Vorkultur beimpft. Die Bebriitung 
ers~reckte sich bei 22 ~ C je naeh Wachstum und Enzymaktivit/it fiber 8--12 Tage, 
sie wurde bei bestimmten FragesteIlungen auf 25 Tage ausgedehnr Die als Substrat 
fiir das Myxokokkensystem verwendeten Eubakterien wurden auf einem zucker- 
freien ~ oder glucosehaltigen Fleischwasser-Pepton-Agar 5 16--18 Std bei 30~ 
kultiviert. Zur Anzucht gr6Berer Mengen yon E. coli diente ferner eine anorganische 
Nghrl6sung mit Maltose als Kohlenstoffquelle (WaLL~ELS e~ al. 1959)% Die 
Zellen wurden zweimal in dest. Wasser gewaschen un4 nach dem letztea Ab- 
zentrffugieren in Wasser resuspendiert. 

Die I-Iitzedena~urierung der Bakterien erfolgte entweder dureh Eingiegen einer 
diehten Suspension in koehendes Wasser (SaLTO~ u. H O ~  1951) oder durch 
15miaiitiges Erhitzen auf 70 ~ C (BECKER u. I-IagTSEL~ 1954). Ffir den Standardtest 
wurden die Zellen nach dreimMigem Waschen mit Aceton fiber P20 a im Vacuum 
getrocknet. 6 mg/ml dieses Trockenpulvers ergaben bei einer Verdtinnung 1 : 50 die 
optische Ausgangsdiohte 0,800. Die Suspension wurde ffir jeden Test neu hergestellt. 

Folgende Bakterienstgmme wurden auf ihre Empfin~dliehkelt gegen das Myxo- 
kokkensystem getestet: 1. E. cdi ATCC 9637; 2. E. coti Lab ors~amm; 3. A erobacter 
sp. Laborstamm; 4. Prot. vulgaris Laborstamm; 5. Ps. aeruginosa Laborstamm; 
6. B. subtilis Laborstamm; 7. B. mycoides Laborstamm; 8. M. lysodeicticus NCTC 
2665; 9. St. aureus Laborstamm; 10. Sarcina sp. Laborstamm. 

b) Enzymgewinnung. Zur Gewinnnng des enzymhaltigen Kulturfiltrats wurden 
die Myxobakterienzellen abfiltriert, das Fil~rat durch Zentrffugieren bei 5000 U/rain 
geldgrt und die EnzymaktivitEt eutweder direkg in diesem oder einer auf folgende 
Weise erhaltenen LSsung getes~et: Zu 100 ml des Maren Kultnrfilgrats wurden bei 
0 ~ C unter Riihren 180 ml Aceton getropft. Naeh 2g Std wurde der Niederschlag 

l 1 g K2HP04; 0,5 g KC1; 0,5 g MgS04 �9 7 I-I~O; 10 mg FeS04" 7 H20; 20 ml 
Weizenkeimdekokt (NoLTE 1958)[20 g Weizenkeime (Dr. Ritter u. Co., K61n) 
werden in dest. Wasser (100 ml) aufgekocht. Das Unl6sliehe wird nach dem Ab- 
kiihlen abzentrifugier~]; erhitzte Trockenzellen (E. cdi) 0,3 g bis 2,0 g; ad 1000 ml 
Aq. dest. ; zur Verfes~igung 2o/o Agar; pH-Wer~ 7,2. 

5 g Witte-Pepton; 1 g K2HP04; 0,5 g KC1; 0,5 g MgSO 4 �9 7 H20; 10 rag 
FeSO 4 �9 7 I-I20; 20 g Agar; 1000 ml Aq. dest.; pn-Wert 7,2. 

3 2,5 g Caseinhydrolysat (Casamin E, Mann Res. Lab.); 2,5 g Asparagin (Merck); 
2 g t~I:IP04; 1 g NaC1; 0,1 g MgSO~. 7H20; i0 tag CaC12; 3 mg FeS04 �9 7H20 ; 
1000 ml Aq. dest.; p~-Wert 7,2. Ffir spezielle Ans~tze werden 0,03--0,2% erhitzte 
Trockenzellen zugesetzt. 

.1 t0 g Liebigs Fteisdaex~rakt; 10 g Wi~e-Pepton; 2 g NaC1; 2 g K~HPQ; 
20 g Agar; 1000 ml Aq. desk.; p~-Werb 7,2 bzw. 6,2. 

5 3 g Liebigs Fleisehextrakt; 3 g Wi%e-Pepton; 0,7 g NaC1; 0,7 g K2HP04; 
6 g Glucose; 20 g Agar; 1000 ml Aq. dest.; pg-Wert 7,2 bzw. 6,2. 

a 13,6 g KH2P04; 4 g (NIt4)2804; 0,2 g MgSO 4 - 7 K20; 0,5 mg FeSO,. 7 H~O; 
8 g MMtose; 1000 ml Aq. desk. ; pE-Wert 7,0 (eingestellt mit 30~ KOI-I). 

18" 
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bei 5000 U/min abzentrifugiert und mit 1,66 ml (60. Teil des Kulturfiltrats) m/40 
Phosphatpuffer p~ 7,8 24 Std lang extrahiert. Der unISsliehe Riiekstand zeigte 
naeh dem Abzentrifugieren des enzymhaltigen t~berstandes bei einer weiteren Ex- 
traktion keine nennenswerte Aktivitat mehr. Die ]dare EnzymlSsung ist im Kiihl- 
schrank ohne wesentliehen Aktivitatsverlust langere Zeit hal~bar. Ftir bestimmte 
Untersuchungen wurde sie bei 0~ 48 Std gegen m/60 Phosphatpuffer PH 7,8 
dialysiert. 

Die intracellulare Enzymaktivitgt untersuchten wit an einem bei - -5  ~ C her- 
gestellter~ Acetontrockenpulver der lV[yxobakterien, das wir 24 Std mit m/40 Phos- 
phatpuffer pH 7,8 bei 0 ~ C extrahierten. 

c) Enzymtest und A~tivitgtsbestimmung. Die enzymatisehe Aktivit~t des Kultur- 
filtrats bzw. der daraus erhaltenen EnzymlSsung wurde sowohl an intakten, 
lebenden Bakterien als aueh an hitzedenaturierten oder mit organischen LSsungs- 
mitteln behandelten Zellen gemessen: 1 ml des Kulturfiltrats bzw. 0,1 ml derEnzym- 
16sung wurden mit 4,0 ml bzw. 4,9 ml einer Bakteriensuspension in m/40 Trispuffer 
[Tris(hydroxymethyl)~minomethan, 1gierek] PH 8,0 oder 8,5 in einem Wasserbad bei 
40 ~ C inkubiert und der Verlauf der TrfibungsabnM~me bei 530 m/~ im Durehlicht 
zeitlich verfolgt. Die prozentuMe Abnahme -- relativ zur Ausgangsdichte -- er- 
rechnet sich naeh 

Opt. Diehte t o -- Opt. Diehte h 
100. 

Opt. Diehte t o 

Der Initiatwer~ der optischen Diehte betrug in allen F~llen 0,800, die Un- 
genauigkeit der Durchliehtmessung bei dieser relativ starken Triibung wurde bei 
der Verwendung des noeh unreinen Enzymprgparates und der Lgnge der Inkubation 
zun/iehst vernachlgssigt. Alle MeBwerte sind fiir die Triibungs~nderung der Non- 
trolle wghrend der Inkubation korrigiert. 

Bei der Bestimmung der Enzymaktiviti~t mug beriicksichtigg werden, dab das 
zellfreie System mindestens zwei Enzyme, ein proteolytisches und ein zellwand- 
lytisehes, enth~lt. Es wurde deshMb darauf verziehtet, vor der Reinigung und 
Charakterisierung der Einzelenzyme Aktivit~tseinheiten festzulegen. 

Als MaB fiir die proteolytisehe Aktivit~t gilt die prozentuale Trfibungsabnahme 
einer Suspension erhitzter E. coli naeh 10 rain bei 40 ~ C. Nur solehe Ansgtze kamen 
zur weiteren Aufarbeitung, bei denen naeh dieser Inkubationszeit die Abnahme 
der Triibung mindestens 50o/0 betrug. Vergleichsweise wurde die Gesehwindigkeit 
der Caseinolyse (Casein Hammerstein, Mann Res. Lab.) bestimmt (Kuxrrz 1947; 
G~uYs]~iv 1957). 

Als Mal3 fiir die zelhvandspezifisehe Aktivitgt gilt die prozentuMe Triibungs- 
abnahme einer Suspension lebender, mit Alcianblau (McKIg~v,y 1953) gef~rbter 
Zellen yon B. subtilis in 30 rain bei 40 ~ C. [Zur Anfiirbung wurden 5 m] der Bak- 
terienstammsuspension mit 1 ml einer 0,1~ FarbstofflSsung (1 Teil l~ 
StammlSsung in ~thanol, 9 Teile dest. Wasser) versetzt. Naeh 40 miniitigem Stehen 
wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal mit Aq.dest. gewasehen.] 

Eine gleiehzeitige Bestimmung der proteolytischen und der zellwandlytisehen 
Aktivit~t fiihrten wit zus~tzlich an lebenden Bakterien in einem System dutch, 
welches auBer den bei c) angegebenen Standardbedingungen noeh 5~ (v/v) n-Bu- 
tanol enthielt (No~LE~ u. H~TSELL 1960 U. 1961 a). 

Bei speziellen Testen wurden neben anderen Enzymkonzentrationen andere 
Puffer ~, pmWerte und Inkubationstemperaturen verwendet. Als Zus~tze zum 

1 Citratpuffer (LILLIE 1948), Phosphatpuffer ( S e ~ s ~ x  1909), Carbonat- 
Biearhonatpuffer (DEnoRY u. Y ~  1945), VeronMpuffer (Mxo~r~s  1930), Puffer 
der Ionenstiirke/~ ~ 0,1 (M~L]~R u. GOLD~.R 1950). 
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Standardtest verwenden wir in einigen F~llen Zephirol (Bayer), EDTA (Athylen- 
diaminotetr~essigsgure, Idranal I I I ,  l~iedel-de Haen) oder Tween 80. Die Lyse der 
Testorganismen unter verschiedenen Versuehsbedingungen wurde jeweils mit der 
dutch Lysozym (Serva, Heidelberg, 3 • krist.) oder Trypsin (Mann Res. Lab. 2 • 
krist.) bzw. dutch beide katalysierten verglichen. Alle Durehlichtmessungen wurden 
mit einem Kompensations-Photometer der Firma Leitz durchgeffihrt. 

d) 1Vachweis yon Spaltprodu~ten. Zur Anreicherung der Zellwandfraktion 
wurden intakte Zellen mit n-l~a0H (1 Std bei 60 ~ C, I~WDLE~ et al. 1958) bzw. 
5~ Triehloressigsgure (5 rain bei 100 ~ C, HA~cocK u. PA~K 1958) extrahiert 
und ansehliel~end einer tryptisehen Verdauung unterwors Der Test auf freie 
l~-Acetylaminozueker erfolgte nach maximaler Lyse dureh das Myxokokkenenzym 
mit einer modifizierten Morgan-Elson-Reaktion (A~I~OFF et al. 1952) sowie nach 
eindimensionaler Papierchromatographie auf Schl. u. Sch. 2043b (LSsungsmittel 
n-Butanol-Eisessig-Wasser 3:1:1 v/v, Laufzeit 30 Std) mit der Methode yon SALTO~ 
(1959). Als LSsungsmittel fiir die eindimensionale Papierehromatographie der 
Aminosguren diente neben dem angegebenen noch das System n-Butanol-Eisessig- 
Wasser (4:1 : 1 v/v). Die Flecken wurden mit 0,2~ Ninhydrin in 950/0 Butanol 
-~ 5~ 2n Essigsgure (CgA~]~ 1954) entwickelt. 

II. Charakterisierung der Ylyxobakterien 
Ffir die Untersuchung der bakteriolyt ischen Aktiviti~t st~nden uns 

drei S tgmme yon  Myxobakter ien  zur Verffigung. Ein  S t amm war aus 

Tabelle 1. Bakteriolytische AktivitSt des Kultur/iltrats dreier Myxokoldcensti~mme 
(IIIB-Medinm, 8 Tage bei 22 ~ C. Zum Test 1 ml Kulturfiltrat, 4 ml der Bakterien- 

suspensior~ in m/40 Trispuffer p~ 8,0) 

S~amm 

M. xanthus (Komposterde) 
M. xanthus (Wild- 

kaninehenmist) 
M. rubescens 

o/o rel.  T r i i bungsabnahme  

erhi tz te  E.  coli 
(10 rain 40 ~ C) 

55,3 

55,0 
38,3 

Alcianblau got'. 
B.  subt. (80 rain 40 ~ C) 

47,0 

49,2 
30,4 

m g  Trockenzellen/  
100 ml  Kul tu r f i l t r a t  

12,6 

12,0 
9,2 

Komposterde, ein zweiter aus Wildkaninchenmist isoliert worden. Beide 
erwiesen sich bei der Bes t immung in morphologischer Hins icht  und  auf  
Grund des gebildeten orangen Farbstoffes als identisch mi t  der yon  
B~EBE (1941b) zuerst  beschriebenen Ar t  Myxococcus xanthus, die nach 
Kffm~wv.n~ (1960) in die M.  vire~cens-Gruppe einzugliedern ist. Das drit te 
untersuchte  Myxobakter ium --  M.  rubescens - -  s tammte  aus der Saturn- 
lung des Bot.  Ins t i tu ts  der Techn. PIochschule Karlsruhe 1. 

Alle drei St~mme lysieren die erhitzten Bakter ien des Stammediums 
gu t  und  bilden reichlich FruchtkSrper .  I n  den Ylfissigkeitskulturen 
wachsen sie filmartig am Boden der Kulturgefi~Be (Ox~ogI) 1947), die 
FruchtkSrperbi ldung bleibt minimal. Wi~hrend sich die Enzymakt iv i t~ ten  

1 Herrn Prof. Dr. H. Ktitmw~i~ danke ich fiir die Hberlassung des Stammes. 
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der zellfreien Kulturfiltrate beider M .  xanthus-S$~.mme kaum unter- 
scheiden, synthe$isiert M .  rubescens bei nut  m~i~igem Wachstum unter 
gleiehen Bedingtmgen wesentlieh weniger Enzym (Tab. l). Die mit- 
geteflten Ergebnisse beziehen sieh zum gro~en Teil auf den aus Kompost- 
erde isolierten M .  xanthus .  

III. Abh~ingigkeit der Enzymbildung yon den Kulturbedingungen 
Die Abh/~ngigkeit der enzymatischen Aktivi~/~t des Kulturfiltrats vom 

Alter der Kul tur  -- gemessen an der Lyse erhitzter E .  coli - -  wird aus 
Abb. 1 ersichtlich: Nach einer lag-Phase yon 2 Tagen im Bakterien- bzw. 
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Abb.1. Lyse erhi~zter Zellen yon E. coli dutch das Kulturfiltra~ yon M .  xanthus. Abh~ngigkeit der 
enzymatisehen Aktivit~tt vom Alter der Kultar  (zum Test 1 ml Kulturfiltrat, 4 ml einer ZeIlsuspension 

in m/40 Trispuffer p~ 8,0 [opt. Dichte ~0 0,800], 30 rain bei 40 ~ O). 
I IIIB-~Iedium 

I I  IIIB-NIedium mit einem Zusas yon 0,02~ Troekenzellen 
I I $  Bakterienmedium 

Abb.2. Abhangigkeit des Waehstums und der enzymatisehen Aktivitiit des Kultu~fiRrats yon der 
Bakterienkonzentra~ion in tier IIIB-L6sung, 8 Tage bei 22 ~ C (zum Test I ml Kulturfiltrat, 4 ml 

einer Zellsuspension in m/40 Trispuffer p~ 8,0 [opt. Dieh~e to 0,800], 30 rain bei 40 ~ C). 
I Lyse erhitzter Zellen yon E. eoli 

/ /  Lyse Alcianblau-gef~rbter Zellen yon B.  subtilis 
I I I  Trockenze]len/ l O0 ml KulturISsung 

1 Tag ira IIIB-Medium beginnt gleiehzeitig mit dem Wachstum die Syn- 
these des Exoenzyms. Entsprechend dot logarithmisehen Wachstums- 
kurve nimmt die Enzymaktivi t~t  zu und erreicht nach 10 bzw. 6 Tagen 
das Maximum. Bei etwas geringerem Waehstum wird in dem Nor6nschen 
Medium 2--3real  soviet Enzym gebflde~ wie in der bakterienhaltigen 
SalzlSsung. /)as System ist in der KulturlSsung relativ stabil: Bei ver- 
l~ngerter Bebrfitung bleib~ die Enzymaktivi t~t  zun~chst konstant und 
sinkt dann nut  langsam ab. In beiden N~hrlSsungen ist das Waehstum 
der Myxokokken yon keinen gr58eren p~-~mderungen beglei~et. 

Obgleich die Bildung des Enzyms yon der Anwesenheit eines hoeh- 
molekularen Substrates unabhhngig ist, li~Bt sieh das ~Vachstum und 
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zugleieh die Enzymausbeute  in einem bakterienhaltigen IIIB-Yfedinm 
verbessern: Bei einem Zusatz yon 0,02~ erhitzter Troekenbakterien lieg~ 
die maximale Enzymkonzentrat ion der gr6Beren Zellmasse entsprechend 
25--300/0 h6her als in der Kultur]6sung ohne Bakterien (Abb. 1). Ein 
Bakteriengehalt fiber 0,030/0 steigert jedoeh das Waehstum nicht mehr 
und verringert die enzymatisehe Aktivit~tt (Abb.2). 

Offensiehtlieh wird bei der Hitzedenaturierung yon E. cell eine Substanz frei- 
gesetzt oder gebildet, welehe die Enzymsynthese in starkem Mal~e hemmt (Tab. 2). 
Bei normalem Wachstum bildet M. xanthus in elner N/ihrlSsung mit der gesamten 
erhitzten Suspension oder dem C~berstand der Zellen zusammen mit Aeeton- 
getrockneten B~kterien nut etwa ~/3 der unter Standardbedingungen gefundenen 
Enzymmenge. Bei der Acetonbeha~ditmg der hitzedenaturierten Zellen sehein~ der 
grSBte Tell des hemmenden Faktors verlorenzugehen, so dab seine Wirkung erst 
bei hSheren Konzentrationen in Erscheinung tritt. 

Tabelle 2. Abhgngiglceit der Enzymbildung vouder Behandlung des Balcterienzusatzes 
(Salzmedium, 12 Tage bei 22 ~ C. Zum Test 3 ml Kulturfiltrat, 2 ml der Bakterien. 

suspension in m/40 Trispuffer pH 8,0) 

Kohlen- trod Stickstoffquelle 

% tel. Trfibungs- 
abnahme erhitzter 

E. cell 
(30 min 40~ 

mg Trockenzellen] 
100 nfl Kulturf i l t rat  

Erhitzte, Aceton-getrocknete E. coli (0,030/o) 
Ges~mte, erhitzte E. coli-Suspension 

(T = 0,03~ 
Erhitzte E. coli, zweimal gewaschen 

(T = 0,03~ 
~berstand der erhitzten Suspension, erhitzte, 

Ace~on-getroelcJlete E. coli (0,03~ 

8o,o 

51,o 

65,4 

48,5 

16,2 

18,0 

16,0 

17,4 

Das zellfreie Kulturfi l trat  bewirkt auch bei hoher proteolytischer 
Aktivit~t keine exakt  meBbare Triibungsabnahme einer Suspension 
lebender, intakter  Gram-negativer oder -positiver Keime. 

Die Anwesenheit eines zellwandspezifischen Systems lgBt sich nach geniigend 
]anger Inkubation der erhitzten Zellen mit dem Kulturfiltrat mlkroskopiseh fest- 
stellen. Diese mikroskopisehe Kontrolle des Lysevorgangs ist jedoeh als Aktivitgts- 
test unzulgnglich. 

Wie die Versuehe einer eventuellen Sensibilisierung Gram-positiver 
Bakterien dureh versehiedene Vorbehandiungen ergaben, werden die mi t  
dem Polysaecharid-spezifisehen Farbstoff Alcianblau (~cKt~NEy 1953; 
G~CLA u. HA~TSELL 1954 U. 1957) ~ngef~rbten Zellen yon B.  subtilis in 
Trispuffer durch das Kulturfil trat  lysiert. D~ sie weitgeheud trypsin- 
resistent sind und aueh yon dem proteolytisehen Tefl des ~Iyxokokken- 
systems praktiseh nieht angegriffen werden, war die M6gliehkeit fiir eine 
spezifische Bestimmung der zellwandlytisehen Aktivits  gegeben. 
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Die Abh~ngigkeit der enzymatischen Aktivits des Kulturfiltrats vom 
Alter der Kultur, gemessen an der Lyse der mit Aleianblau angef~rbten 
Zellen yon B. subtilis, wird in Abb. 3 ersichtlieh: Nach einer lag-Phase 
yon 2--3 Tagen beginnt in den untersuehtenMedien die Synthese des zell- 
wandspezifischen Enzyms. Eine dem exponentiellen Waehstum ent- 
sprechende Aktivitiitszunahme erfolgt in der IIIB-LSsung nur in Gegen- 
wart des Substrates (erhitzte, Aeeton-getroeknete E. coli). In der bak- 
terienfreien N~hrlSsung bzw. in dem ffir die Bildung ungfinstigeren bak- 
terienhaltigen Salzmedium nimmt der extracelluliire Enzymgehalt nur 
langsam zu nnd erreicht nach 10 bzw. 11 Tagen die maximale Konzen- 
tration. Diese liegt jedoeh 50~ bzw. 830/0 unter der im bakterienhaltigen 
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Abb.3. •yse Alcianblau-gef~rbter Zellen yon ~.  subtiUs dutch das :Kultm:filtrat yon M. xanthus. 
Abh~ngigkeit der enzymatischen Aktivit~it vom Alter der E:ultur (zum Test i ml Kulturfiltrat, 4 ml 

einer Zellsuspension in m/40 Trisl0uffer pH 8,0 [opt. Dichte to 0,800], 30 rain bei 40 ~ C). 

I llIB-Medium 
I I  IIIB-]~Ieditun mit  einem Zusatz yon 0,02~ Trockenzellen 

I I I  Bakterienmedinm 

Abb.4. Yerlauf der Lyse erhitzter Zellen yon E. eoli dutch das M. manthus-System bzw. Trypsin 
(0,1 ml EnzymlOsung [0,1 lug Trypsin], 4,g ml einer Zellsuspension in ra/40 Trispuffer pm 8,5 bzw. 7,6 

[opt. Dichte to 0,800]). 
I M. xanthus-]~nzym 

I I  Trypsin 

IIIB-Medium gefundenen. Das Maximum der Stimulierung ist bei einem 
Zusatz yon 0,03~ erhitzter Troekenzellen erreicht; entspreehend der 
proteolytischen sinkg auch die zeUwandlytische Aktivit~t bei hSherem 
Bakteriengehalt wieder ab (Abb.2). Das zellwandspezifisehe System ist 
in der KulturlSsung nieht stabil: Bei langerer Bebrfitungsdauer nimmt 
die Aktivitgt s ehnell ab, naeh 14--i6 t~giger Kultivierung katalysiert das 
Kulturfiltrat selbst bei zweistiindiger Inkubation nur noch eine gering- 
fiigige Trfibungsabnahme der Suspension angefgrbter Zellen; die Zell- 
wi~nde bleiben intakt. 

Der Verlauf der Aktivit~tskurve wi~hrend der logarithmisehen Wachs- 
tumsphase sprieht ffir den extraeelluli~ren Charakter des Systems. In der 
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Tat  hat  der Pufferextrakt  Aceton-getroekneter Myxokokkenzellen keine 
nennenswerte proteolytisehe oder zellwandly~ische Wirkung. 

I V .  C h a r a k t e r i s i e r u n g  des Ignzymsystems 
Die fiir weitere Untersuchungen des Enzymsystems verwendeten PrEparate 

wurden ausschiieBlich durch AcetonfEllung aus dem Kulturfil~r~t des IIIB-Mediums 
mit einem Zusatz yon 0,03~ Trockenbakterien gewonnen. Bei dieser PrEcipitation 
verlierg man 20--25% der im KulCurfiltra~ meBbaren Enzymaktivi~Et. 

I \/ ..-" / ~  
I ~\/ / z,~l~ . . . . . . . . . . . . .  

o 1o rain E~#"C] 2# 
.Abb. 5 

a) Lyse erhitzter Bakterien. Der 
zeitliehe Verlauf der Lyse erhitzter 
E. coli dutch das Myxokokkensystem 
bzw. Trypsin ist in Abb. 4 dar- 
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Abb.5. Verlauf der Caseinspaltung dttrch da~ M,  xanthus-System bzw. Trypsia (0,2 ml Euzym- 
16sung [0,2 mg Trypsin], 9,8 ml einer 0,04~ Caseinl6sung in m/40 Tri~puffer p~ 8,5 bzw. 7.6). 

I a  M.  • 
I I a  Trypsin j Zunahme der ~,xtinktion bei 280 mtt 

I b M.  xanthus-]~nzym 
I I b  Trypsin . riiekf~llbares Casein 

Abb.6. Abh~ngigkei~ der Enzymaktivit~t yon der Wasserstoffionenkonzentration. Lyse erhitzter 
Zellen yon /~. eoli (0,1 ml EnzymlSsung, 4,9 ml einer Zellsuspension in m]40 Puffer [opt. Dichte 

to o,8oo]). 
I Puffer der Ionenst~rke 0,1 (30 rain bei 40 ~ C) 

I I  m/40 Trlspuffer (10 rain bei 40 ~ C) 

gestellt: Die Tr/ibung einer Suspension hitzedenaturierter Zellen in 
4,9 ml m/40 Trispuffer p~ 8,5 wird dureh 0,1 ml unserer EnzymlSsung 
bei 40 ~ C in 10 min um 850/0 reduziert. Nach 20minfitiger Inkubation ist 
keine meBbare Triibung mehr vorhanden. Mit Trypsin hingegen (20/zg/ml) 
ist die Proteolyse praktisch naeh 4 min beendet, jedoch Sind auoh naeh 
30 rain immer noeh 20~ der urspriingliehen Triibung meBbar. W/~hrend 
sieh nach der Einwirkung des Myxokokkenenzyms kaum noeh Zellstruk- 
turen feststellen lassen, liegen bei tryptischer Verdauung gut erkennbare 
Zellw/inde vor. 

Entsprechend der Colflyse verl/~uf~ die Caseinolyse (Abb. 5): Auch 
hier bewirkt das Myxokokkenenzym im Vergleich zu Trypsin --  gemessen 
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an dem mit Trichloressigs~uro riiekfiillbaren, unverdauten Casein und an 
der Zunahme der Extinktion bei 280 m/~ --  einen weitergehenden Abbau 
des Substratos. Allerdings seheint bis zur maximalen Hydrolyse eine ge- 
wisse Anlaufzeit notwendig zu sein. 

])as ]on-0ptimum der Lyse erhitz~er Zellen sowie der Caseinolyso Heg~ 
in einem Puffer der Ionenst~rke 0,1 (M~LLER U. GOLD]~ 1950) bei pH 8,4 
bis p~ 8,6, die Toleranz gegenfiber der Wasserstoffionenkonzen~ration ist 

100 

% 

o I I t I I I 
ZO 30 ~0 $0 GO 70 ~ 80 0 

relativ groB (Abb.6). Die Reak- 
tionsgeschwindigkeit wird dureh 
die Gegenwart yon Salzen ernied- 

Abb. 7 
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./'Y./ 
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~], EnzymlD'a'ung 

Abb. 8 

Abb.7. Abh~ngigkeit der ]]nzymaktivit~t yon der Inkubationstemperatur (0,1 ml EnzymlSsung, 
4,9 ml einer Ze|lsuspension in m/40 Trispuffer p~ 8,0 [opt. I)ichte to 0,800L 10 rain). 

I Lyse erhitzter Zellen yon E. coli 
Iir Lyse Alcianblau-gefitrbter Zellen yon B. subtiIis 

Abb.8. Abhi~ngigkeit der Lyse lebender Zellen yon ~ .  subtilis yon der ]~nzymkonzentration (0,1 bis 
0,4 ml EnzymISsung, 4,9--4,6 ml einer Zellsuspension in m/40 Trispuffer p~ 8,0 [opt. Dichte to 0,800], 

10 min bei 40 ~ C). 
I 17. subtilis bei p~ 7,2 gewachsen 

I I  zB. subtilis bei p~ 6 2 gewachsen 
S l I  37. subtilis bei p~ 7,2 gewachsen, 20 Std in dest. Wasser suspendiert 

rigt: Bei gleichem pn-Wert ist sic in Trispuffer viermal so grol3 wie 
in dem salzhaltigen Puffer. 

Die Stabilit~t des Enzymsystems ist zwischen pn 5,0 und pH 8,0 
gleich groin: Zqach 24stfindigem Stehen bei Zimmertempera~ur t ra t  nur 
ein geringer Aktivit~tsverlust ein. A11erdings ist das Enzym in Trispuffer 
wesentlieh unstabiler als in Phosphatpuffer: Nach 24 Std konnten nur 
noch 500]0 der in salzhaltigem Puffer vorliegenden Aktivit~t gefunden 
werden. 

Die Untersuehung der Abh~ngigkeit der Aktivit~t yon der Inkuba- 
t ionstemperatur zeigt das Maximum bei 45 ~ C. Bei hSherer Inkubations- 
temperatur  ist das Enzym erstaunHeh thermostabil (SoL~mz]~vA 1939), 
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nach 5 rain bei 70 ~ C is~ immer noch Enzymak~ivit~.t feststellbar (Abb. 7). 
Wahrscheinlich wird die Thermostabilit/it des Systems in der vorliegen- 
den Folun durch sGhfitzende h6hermolekulare Verunreinigungen ver- 
gr6Bert. 

Bei 48stfindiger Dialyse im Cellophanschlauch bei 4 ~ C gegen m]60 
Phosphatpuffer pH 7,8 verlierg man etwa 15~ der proteolytischen Aktivi- 
t/it. 

b) Lyse lebender Gram-positiver Bakterien. 0,1 ml unserGr Enzymi6sung 
bewirkt bei 4,9 ml Giner Suspension 1ebender, 16 Std alter B. subtilis- 
Zellen in m/40 TrispuffGr p~ 8,0 eine Trfibnngsabnahme, die gr6Ber als 
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Abb. 10 
Abb.9. Verlauf der Lyse lebender Zellen yon B. subtilis d~roh das M. xanthus-System (0,1 bzw. 
0,2 ml ]~nzyml6sung, 4,9 bzw. 4,8 ml einer Zellsuspension in m/40 Trispuffer PH 8,0 [Opt. Dichte 

to o,8oo]). 
I 0,1 ml Enzyml6sung, B, subtills bei p~ 7,2 gewachsen 

H 0,2 ml Enzy-ml6sung, /7. subtilis bei p~ 7,2 gewachson 
I I I  0,1 ml Enzyml6sung, B. subtilis bei p~ 6.2 gewachsen 
I V  0.2 m] Enzyml6sung, B. subtilis bei p~ 6,2 gewachsen 

Abb. 10. Abh~tngigkeit der ]~nzymaktivit/it yon der Wasserstoffionenkonzentration. Lyse lebender 
Zellen yon B. subtills (0,2 ml Enzyml6sung, 4,8 ml einer Zellsuspension in Puffer [opt. Dichto to 

o,s00]). 
I Puffer der Ionensti~rke 0,1 (60 rain bei 40 ~ C) 

I I  m[40 Trispuffer (10 rain bei 40 ~ C) 
I I I  m/40 Veronalpuffer (10 min bei 40 ~ C) 

die der Kontrolle is~. Diese Fes~stelhmg leg~ die Vermu~ung nahe, dab 
ein dutch Trfibungsabnahme meBbarer Ang~cff yon dGr Konzen~ration des 
zellwandlytischen Enzyms abh~ngt. In der Tat steigt die Lysegesehwin- 
digkeit night proportional der Enzymkonzentration an (Abb. 8). Ws 
0,1 ml Enzyml6sung die Trfibung der Zellsuspension in 30 min bei 40 ~ C 
um 36~ nach 60 min um 530/0 reduziert, 16sen 0,2 ml die Zellen nach 
30 rain vollst/indig auf (Abb. 9). Entspreehend der Caseinolyse se~zt die 
Reaktion, vor allem bei niederen Enzymkonzentrationen, nieht sofort 
mit maximaler Gesehwindigkeit ein, sondern errGicht das Maximum erst 
nach einer kurzen Inkubationszeit. 
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Die Empfindlichkeit der Testorganismen hgngt yon der Wasserstoff- 
ionenkonzentration ihres Kulturmediums ab: Die Angreifbarkeit wird 
wesentlieh gr6Ber, wenn man B. subtilis auf einem Medium mit dem 
Initial-pg 6,2 anz/iehtet. In diesom Fall betrggt die Triibungsabnahme 
mit 0,1 ml EnzymlSsung naeh 30rain 520/0 und naeh 60rain 900/0 
(Abb. 8 u. 9). Die bei pg7,2 kultiviertenZellen verhalten sieh entspreehend, 
wenn sie 20 Std in dest. Wasser suspendiert waren (Abb. 8). 

Die Vermu~ung einer Sensibilisierung lebender Zellen dutch Aleian- 
blau lgl]t sieh mit der konzentrierten Enzyml6sung erhgrten: 0,1 ml der 
L6sung lysiert, im Gegensatz zu unbehandelten, angefgrbte Zellen in 1 Std 
bei 40 ~ C vollstgndig. Eine ~hnliehe Erh6hung der Empfindiichkeit erzielt 
man mit oberflgchenaktiven Substanzen, z. ]3. Zephirol (0,1 mg/ml) oder 
Tween 80 (0,1 mg/ml). Allerdings wird aueh das Zellinnere in Gegenwart 
solcher Verbindungen einem Angriff durch proteolytisehe Enzyme zu- 
ggnglieh. 

Das pg-Optimum der Lyse lebender Gram-positiver Zellen liegt in 
dem Puffer der Ionenstgrke 0,1 ghnlieh dem der Proteolyse bei pH 8,3 
(Abb. 10). Die Abhgngigkeit der enzymatisehen Aktivit~t yon der Wasser- 
stoffionenkonzentration ist jedoeh wesentlieh gr6Ber: Wghrencl die Trfi- 
bung bei pH 7,0 in 60 min bei 40 ~ C nur um 350/0 abnimmt, wird sie bei 
p~ 7,5 um 680/0 reduziert. Oberhalb pg 9,0 f~llt die Aktivitgt stefl ab. In 
m/40 Tris- bzw. Veronalpuffer liegt das Optimum der Lyse, die im Ver- 
gleieh zu der in salzhaltigen Puffern vier- bzw. dreimal so sehnell verlguft, 
etwa bei pH 7,7 (Abb. 10). Inwieweit die Verschiebung des p~-Optimums 
in salzhaltigen Puffern naeh dora Alkalisehen auf einer prim~ron Messung 
der proteolytisehen Aktivitgt beruht, kann erst naeh der Reinigung der 
Einzelenzyme entsehieden werden. 

Das zellwandiytisehe System ist nieht so thermostabfl wie das pro- 
teolytisehe (Abb. 7) : Das Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit ist bei 
48 ~ C erreieht. Uber 50 ~ C erfolgt ein stefler Abfall der Aktivitgt, wie er 
ftir Proteine eharakteristisch ist. Da allerdings oberhalb 60 ~ C die Zellen 
in zunehmendem MaBe Protease-empfindlieh werden, wird auoh bei 70~ 
die Tr/ibung der Testsuspension entspreehend der Colflyse noeh zu einem 
Tefl reduziert. 

Im Gegensatz zum proteolytischen ist das zellwandspezifisehe System 
dialyseempfindlich: Eine 48stfindige Dialyse der EnzymlSsung mindert 
die Akfivitgt um 90~ . Die etwa 50~ tIemmung der Lyse lebender 
Zellen dutch EDTA (5 �9 10 -4 M) ]gBt eine Aktivierung durch Metall- 
ionen vermuten. Bis jetzt war es jedoeh nicht m6glich, durch Zusatz yon 
Metallen (Co ++, l~n ++, Mg ++, Zn ++, Fe ++, Ca++, Cu++, K+, Na +) eine Re- 
aktivierung der dialysierten L6sung herbeizufiihren. 

l~Ieben B. subtilis wurden vier weRere Vertreter Gram-positiver Or- 
ganismen auf/dare Angreifbarkeit dutch das Myxokokkensystem getestef 
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(Tab.3). W~hrend M. lysodeieticus und Sarcina sp. in entsprechender 
Weise yon 0,2 ml EnzymlSsung in 30 rain bei 40~ restlos aufgelSst 
werden, vollzieht sieh die Lyse yon B. myeoides langsamer. Aber aueh 
hier lassen sieh nach dreistfindiger Inkubation keine typisehen Zellwand- 
strukturen mehr nachweisen. Dagegen seheint ein Stamm yon St. aureus 
gegen das Enzymsystem weitgehend resistent. In  allen F~llen der Lyse 
lebender Bakterien steigt die Viscositi~t der ReaktionslSsungen, was auf 
freiwerdende Desoxyribonueleinss schliel]en li~l~t (W~IBVLL 1953; 
G~ULA u. H~aTSWT,L 1954). 

C) Lyse lebender Gram-negativer Bakterien. Auch bei der ErhShung der 
Enzymkonzentration werden lebende Gram-negative Zellen yon dem 

Tabelle 3 
Lyse verschiedener, lebender Gram-positiver Bakterien dutch das Myxokokkensystem 
(Zum Test 0,2 ml EnzymlSsung, 4,8 ml der Bakteriensuspension in m/40 Trispuffer 

p~ 8,0) 

S t a m m  

M. lysodeicticus 
Sarcina sp. 
St. aureus 
.B. mycoides 

3 0 m i n  

96,0 
94,3 
2,6 

53,7 

~ rel. T r f ibungsabnahme (40 ~ C) 

60 m i n  180 ra in  

98,0 
97,4 
4,5 8,4 

72,0 88,0 

Myxokokkensystem nicht angegriffon. Kfirzlieh haben nun NOLLER U. 
It~TSELL (1960, 1961a) fiber die Lyse soleher Bakterien dureh Trypsin 
und Lysozym in Gegenwart yon 50/0 n-Butanol berichtet. Naeh diesen 
Autoren ist das auch bei Gram-negativen vorliegende Lysozymsubstrat  
(WwID~L et al. 1960) dureh eine Lipoproteinsehicht maskiert und kann 
erst naeh einer rgumliehen Dissoziation der beiden Sehichten angegrfffen 
werden. Eine solche Dissoziation bewirkt z. B. Butanol. 

Wie die Versuehe zeigen, ist aueh unsere EnzymlSsung in der Lage, 
intakte Gram-negative Keime in Gegenwart yon Butanol zu lysieren: 
0,1 ml der LSsung reduziel~ die Trfibung einer Suspension intakter 
E. coli, Aerobacter sp. oder Prot. vulgaris in 4,9 ml m/40 Trispuffer pH 8,5 
in 60 rain bei 40 ~ C um mehr als 90~ wenn das System 5~ n-Butanol 
enthiilt. Nur wenig resistenter ist Ps. aeruginosa (Tab.4). W~thrend le- 
bende Gram-positive Keime restlos aufgolSst werden, bleiben bei den 
Gram-negativen jedoeh kugel- bzw. st~behenfSrmige ,,ghosts" siehtbar. 

In  entspreehender Weise werden die Zell~n lysiert, wenn man eine 
Dissoziation der Lipoproteinsehicht dureh Vorbehandlung mit n-Butanol 
bzw. Aceton oder 5~ Triehloressigs~ure herbefffihrt. Ebenso steigt 
die Sensibilit~t in einem System, welches neben unserer EnzymlSsung 
noch EDTA (5 �9 10 -4 M) enths (REPASKE 1956 U. 1958). Allerdings ver- 
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1/iuft der Angriff in Gegenwart des Chelatbildners relativ langsam, was 
mit der festgestellten Aktivit/itshemmung, aber aueh einer ffir die Spal- 
tung ungenfigenden Dissoziation des Zellwandkomplexes erkl/irt werden 
kann. 

Vergleichende Untersuehungen mit Trypsin zeigen, dab das Cyto- 
plasma nach der experimentell herbeigeffihrten Dissozia~ion der Lipo- 
proteinsehicht einem proteolytisehen Abbau zug~nglieh ~ r d  (NoLLE~ 

Tabelle 4. Lyse verschiedener lebender, Gram-negativer Bakterien in Gegenwart yon 
50/o n-Butanol durch das Myxokokkenenzym 

(Zum Test 0,1 ml EnzymlSsung, 4,65 ml der Bakteriensuspension in m/40 Trispuffer 
10g 8,5, 0,25 ml n-Butanol) 

S t a m m  

E. coli ATCC 9637 
E. coli Laborstamm 
Aerobacter sp. 
Prot. vulgaris 
Ps. aeruginosa 

~/o rel.  T r i i bungsabnahme  (40 ~ C) 

30 rain 

80,2 
83,8 
78,0 
79,4 
73,5 

60 ra in  

95,0 
96,4 
93,0 
92,6 
88,3 

u. HA~TSEr~L 1960, 1961 a). Es ist deshalb verst~ndlieh, dab die physiko- 
chemischen Daten wie p~-Optimum, Thermostabilit~t und Verhalten bei 
der Dialyse weitgehend mit denen der Lyse erhitzter Zellen fiberein- 
stimmen. 

d) Substratspezi]itSt. Eine genaue Spezifiti~tsangabe des Myxokokken- 
systems ist erst naeh der Auftrennung und der Reinigung dot Einzel- 
enzyme mSglich. W~hrend die mit Trichloressigs~ure behandelten und 
ansehlieBend tryptisch verdauten Zellen yon B. subtilis bzw. M. lyso- 
deicticus yon unserer EnzymlSsung vollstiindig aufgelSst werden, sind 
die Zellreste naeh der Extraktion mit Alkali offensichtlich nicht mehr 
angreffbar. Sowohl ira Morgan-Elson-Test als auch mit der modifizierten 
Methode yon S~To~ (1959) lassen sich im Gegensatz zu den mit Lyso- 
zym lysierten Zellw~nden keine N-Acetyl-aminozucker nachweisen. Da- 
gegen sind die Ansi~tze mit dem Myxokokkenenzym sehr stark ninhydrin- 
positiv. Die papierehromatographische Analyse zeigt die Abspal~ung yon 
Alanin, Glutamins~ure und Lysin. 

V. Diskussion 
Wie die mitgeteflten Befunde zeigen, bildet M. xanthus ein extra- 

eellulares Enzymsystem, welches neben der fiir Myxobakterien eharakte- 
ristischen proteolytischen (OxFoRD 1947 ; NOR~ 1953 a, 1955 a, 1960a 
und b) eine spezifisch zellwandlytische Aktivit~t besitzt. Das System 
l~i~t sieh dureh Acetonfhllung aus dem Kulturfiltrat abtrennen und lysiert 
empfindliche Gram-positive Zellen vollst~ndig, Gram-negative zu einem 
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groBen Tell, jedoch erst nach einer rgumliehen Dissoziation der Lipo- 
proteinsekicht. Diese Feststellung steht im Einklang mit der yon SALrO~r 
(1955) bzw. Low~]~cK u. KLv~n~ (1956) gemaehten Beobaehtung, dab 
intakte, native WKnde Gram-negativer Zellen gegenfiber dem Myxo- 
kokkensystem resistent sind. 

Die Synthese erfolgt nur in der logarithmisehen Wachstumsphase 
bzw. in der friihen station/~ren Phase, im Gegensatz zum proteolytisehen 
ist das zellwandspezifische Enzym bei 1/~ngerer Kultivierung nicht stabil 
(l~oR~ 1955a). Fiir die Enzymausbeute ist die Zusammensetzung des 
N~hrmediums yon Bedeutung ( N o ~  1955a, 1955b u. 1960b), jedoch 
ist zur Bildung die Anwesenheit induzierender Substrate nicht erforder- 
lich ( N o ~  1953a). Wie aber aueh bei einige n anderen Enzymen ge- 
funden wurde (Soo~ u. HE~DRIOK 1952 ; REYNOLDS 1954), lgl3t~ sich die 
Synthese des zellwandlytischen Systems durch Zugabe des Substrates 
(erhitzte, Aceton-getrocknete E. coli) stimulieren. Da an sich adaptive 
Enzyme in Abwesenheit des Substrates in geringen Mengen syn$hetisiert 
werden kSnnen (Mo~oD 1947; CoE~ u. MONOD 1953), sollte die Frage 
der Induzierbarkeit des zellwandspezifisehen Enzyms eingehender ge- 
prfift werden. Es ist anzunehmen, dab erhitzte Troekenzellen nicht die 
beste Induktorquel]e darstellen, da sie einmal eine sehr komplexe Zu- 
sammensetzung (mit relativ geringem Antefl des spezifischen Substrates) 
besitzen, zum anderen bei h6heren Konzentrationen die Enzymsynthese 
merklich hemmen. 

Die Versuehe mit der konzentrierten Enzyml5sung zeigen, dab die 
Aktivit/~t durch die Gegenwart yon Salzen in starkem MaI~e herabgesetzt 
wird. Das Myxokokkensystem verh/~lt sich damit wie das yon W~LscH 
(1947) bzw. McCARTY (1952) besehriebene yon Str. albus (siehe aueh 
REPASKE 1958). Offensichtlich liegen die Enzymmolekfile in salzhaltigem 
Milieu in einer weniger aktiven, abet stabilen Form vor (Yo~ 1959). Erst 
bei der Abnahme der Salzkonzentration erfolgt der Ubergang in einen 
aktiven, empfindlicheren Zustand, der eine optimale Lyse gew~hrleistet. 
Kfinftige Untersuchungen werden klKren, ob der Verlust zellwand- 
spezifiseher Aktivit/~t bei der Dialyse dutch die Entfernung besonders 
schfitzender Ionen eintritt, oder ob eine tats~chliehe Aktivierung dureh 
einen dialysierbaren Faktor vorliegt. Der Versueh einer Reaktivierung 
mit verschiedenen Metallionen verlief bis jetzt negativ. 

Ffir die Angreifbarkeit d~reh zellwandlytisehe Enzyme ist aueh die 
physiko-ehemische Besehaffenheit der bakteriellen Zellws yon Be- 
deutung. Die Lysozym-Lyse wird z. B. dureh O-Aeetylgruppen gehemmt 
(B~vMFITT et al. 1958). Eine Entfernung dieser Gruppierungen, aber auch 
eine Extraktion der Teiehons/s erhSht die Sensibilit~t (SALTO~ U. 
PAVLlZ~ 1960). Die Spaltung des Substrates mag deshalb nicht erfolgen, 
weft das basisehe Lysozym mit der oberflachliehen Sehicht solcher nega- 
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%iv geladenen Gruppen sehr feste, inaktive Komplexe bildet (SALTON 
1956 b). Fiir die optimale Lyse Gram-positiverBakterien dureh das Myxo- 
coccus xanthus-System ist eine bestimmte Enzymkonzentration erforder- 
lich, geringe Enzymmengen bew~rken keine oder nur eine sehr langsame 
Trfibungsabnahme der Zellsuspension. Die Disproportionalits zwischen 
Enzymkonzentration und Lysegesehwindigkeit kann entsprechend der 
Saltonsehen Auffassung mit der Bfldung relativ stabiler, aber inaktiver 
Komplexe erkls werden: Eine siehtbare Lyse ist erst dann festzustellen, 
wenn geniigend ungebundenes, aktives Enzym vorliegt. Die Empfind- 
liehkeit derTestorganismen ls sieh j edoeh dnreh dieKulturbedingungen 
beeinflussen (WEIBULL 1953; LITWACK U. PRAlVIER 1956; REeASK]~ 1958). 
Die Erh5hung der Sensibilits Gram-positiverZellen naeh demWachstum 
in schwaeh saurem Milieu mag durch eine lVIodifizierung der 0berfls 
struktur (Anderung der Menge bzw. der Anordnung hemmender Gruppie- 
rungen) bewirkt werden. Eine solche Anderung ls sieh auch mit Alcian- 
blau oder oberflachenaktiven Verbindungen erzielen. Im Gegensatz zu 
den anderen getesteten Zellen wird St. aureus durch eine lV[odifizieru119 
der Kulturbedingungen nicht sensibilisiert. Dieser 0rganismus erwies sich 
jedoch auch gegeniiber Lysozym als weitgehend resistent (SALTON U. 
PAVTJ~ 1960). 

Wie die Untersllchungen mit Lysozym zeigten (Zusammenstellung 
NOLLE~ U. HARTSELL 1961 a und b), werden Gram-negative Bakterien 
erst nach einer rs Dissoziation der Lipoproteinschieht dem 
Angriff zellwandlytiseher Enzyme zuganglieh. Alle bisher zur Frei- 
legung des Lysozymsubstrates angewendeten Methoden, z. B. Erhitzen 
(BEcKER U. I-IARTSELL 1954), Vorbehandlung mit Fettl5sungsmitteln 
(BEcKEIt U. HARTSELL 1955; NOLLEI~ 11. HAI%TSELL 1961b) oder mit 
Sauren (HANCOCK U. PARK 1958 ; NOLL]~R U. H~TSELL 1961 b, Ubersicht 
siehe SALTO~ 1958), fiihren auch mit unserer EnzymlSsung zu einer 
Lyse der Zellwande. Ob die nach beendeter Reaktio11 iibrigbleibenden 
,,ghosts" mit denen yon G~ULA u. HAI~TSELL (1957), NOLLER U. tIART- 
SV.LL (1961b) bzw. TUTTL]~ U. GH]~ST (1959) beschriebenen identisch sind, 
sollen weitere Untersuehungen klaren. 

W~hrend die proteolytisehe Aktivit~t einer wachsenden Kultur vet1 
M. xanthus in rive dureh die Bildung eines Kl~rungshofes auf Bakterien- 
agar ohne weiteres zu erkennen ist, werden lebende Zellen, auch die der 
empfindlichen Stamme yon B. subtilis bzw. M. lysodeicticus, ausschlieI~. 
Hch 11ur in direktem Kontakt ]ysiert (IMscItENETZKI U. KUSJURINA 1951 ; 
O]~TKER 1953). Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen lassen fiir 
diese Feststellung folgende Deutungen zu: 1. Die Konzentration des 
diffundierenden zellwandspezffischen Enzyms erreieht fin Medium nieht 
die fiir eine sichtbare Lyse notwendige It5he. 2. Das Enzym wird yon 
den wachsenden Zellen wohl in geniigender Menge und in aktiver Form 
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ausgesehieden, geht aber bei der Diffusion in das salzhaltige Medium in 
einen wenig aktiven Zustand fiber ( N o ~  1960b). 3. Aueh bei Gram- 
negativen Bakterien genfigt allein ein direkter Zellkontakt, um das zur 
Spaltung notwendige zellwandlytisehe Enzym an den O r t d e r  Wh-kung 
zu bringen. 4. Entspreehend der Lyse Gram-negativer Zellen in vitro 
ist aueh in vivo eine prhn/~re rKumliche Dissoziation der Lipoprotein- 
schicht erforderlich. Diese wird dutch ein zus/~tzliches, nieht diffundieren- 
des enzymatisehes System bzw. nichtenzymatisch dureh eine spezifische 
Verbindung bewh'kt. Die kiinftigen Untersuehungen werden zeigen, 
welche der MSgliehkeiten den Tatsaehen entsprieht. Ffir die Lyse leben- 
der Zellen dutch die Myxobakterien kann jedoeh nach unserer Auf- 
fassung die Annahme ausgeschlossen werden, dab als prim~rer Sehritt 
die AbtStung dureh ein antibiotisehes Prinzip erfolgen mug. 

Eine genaue Spezifitgtsangabe der Myxokokkenenzyme ist mit dem 
ungereinigten Pr/~parat noch nieht m5glich. Wie orientierende Unter- 
suehungen ergaben, werden bei der Lyse Gram-positiver Ze]lw/~nde 
Aminosi~uren freigesetzt, wghrend der Naehweis auf N-Acetylamino- 
zucker negativ blieb. Auf Grund der Abspaltung yon Aminos~turen, 
sowie des Fehlens yon freien Aminozuckern, nahm man ffir das bakterio- 
lytisehe System yon Streptomyces sp. zun~chst Peptidase-Charakter an 
(GHuYsE~ 1957). Neuere Untersuehungen zeigten jedoch, da[~ das 
Streptomyces-Enzym in gleicher Weise wie Lysozym eine fi(1-4)-N- 
Acetylhexosaminidase ist (SALTO~ U. GgUYSE~ 1959 und 1960). 

Zusammenfassung der Ergebnisse 
1. Es wird ein extracellulares Enzymsystem yon Myxococcus xanthus 

beschrieben, welches neben proteolytischer eine spezLfisch zellwand- 
lytische Aktivitgt besitzt. 

2. Die Bildung des Systems ist yon extraeellulgren Induktoren un- 
abhgngig, die Ausbeute an zellwandlytischem Enzym liil~t sieh jedoch 
durch die Zugabe yon erhitzten Gram-negativen Troekenzellen zum 
Ku]turmedium erh6hen. 

3. Eine erste Anreieherung und einige charakteristische Eigen- 
sehaften des Systems werden besehrieben. 

4. Die M. xanthus-Enzyme katalysieren die vollstgndige Lyse einiger 
empfindiieher Gram-positiver Bakterien. Gram-negative Zellen werden 
ebenfalls weitgehend aufgelSst, jedoch erst naeh einer experimente]l 
herbeigeffihrten rgumhehen Dissoziation der Lipoproteinschicht. 

5. Die Spaltansgtze Gram-positiver Zellwgnde enthalten einen relativ 
hohen Prozentsatz abgespaltener, zellwandeharakteristischer Amino- 
sguren, freie 57-Acetylaminozueker kSnnen nicht nachgewiesen werden. 

Herin ProL Dr. tt. K~ttLW]~IN danke ich ffir wertvolle Hinweise und anregeade 
Diskussionen, Frau A. WI])MAXN fiir ihre gewissenhafte und interessierte Mitarbeit. 
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