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Einf luss  der Unterki ih lung auf die Des in tegr ie -  
r u n g  der Tuberke lbakter ien  in D r u c k k a m m e r n  

Fi i r  die Isolierung einzelner biologisch ak t ive r  Be-  
s tandte i le  der  Zelle ist  m6glicherweise eine op t ima le  
Desintegr ierung der  Zet ls t rukturen yon h6chster  Bedeu-  
tung.  Die morphologische S t ruk tu r  yon  Tuberke lbak te r i en  
(Anwesenheit  yon re la t iv  r igiden Zellw~nden), sowie der  
hohe Ante i l  yon l ipoiden Stoffen sind die gr6ssten Hinder -  
nisse, fiir die Anwendung  der  fiblichen Desin tegra t ions-  
me thoden l ,L  Nur  die Desintegr ierung in D r u c k k a m -  
mern  s,4 un te r  hohen Drucken,  f i ihr t  zur  wi rksamen  Iso- 
l ierung yon makromolekula ren  Bestandte i len .  

Die Unterkt ih lung der  des in tegr ier ten  Bakter ienmasse  
ist  bei dieser, wie bei allen Methoden  yon  hoher  Ge- 
schwindigkei t  fiir die E r h a l t u n g  der  the rmosens i t iven  
isolierten Zellsysteme massgebend.  Anderersei ts  spielen 
auch die Druckverh~ltnisse in der  D r u c k k a m m e r  w/ihrend 
der  Desintegr ierung bei S t ruk tur -  und Funkt ions~nde-  
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Fig. 1. Abh~ingigkeit der maximalen Druckwerte in der Druck- 
kammer (p) yon der gewfihlten Unterkiihlung (t) w~ihrend der 

Desintegricrung der Tubcrkclbakterien. 

rungen der  isolierten Makromoleki i le  eine wicht ige Rolle~ 
wie bet Bac. subtilis festgestel l t  wurde  5. 

Wi r  s tudier ten  nun die ZusammenhS, nge zwisehen der 
T e m p e r a t u r  und den Druckwer ten  und den Einfluss 
dieser beiden F a k t o r e n  auf  die Wi rksamke i t  der  Desinte-  
gr ierung yon  Tuberke lbak te r i en  (saprophyt ischer  Stature 
ATCC 607) ausfi ihfl ich in D r u c k k a m m e r n  nach  der  Modi- 
f ikat ion v o n  HUGHES 6 un te r  s t reng verg le ichbaren  Ver- 
suchsbedingungen.  

~Vie aus F igur  1 ersicht l ich ist, e rmi t t e l t en  wir  dabei  
eine di rekte  beinahe l ineare Beziehung zwischen der  ge- 
gew~thlten Unte rk t ih lung  (in --°C) und den notwendigen 
maximalen  Druckwer ten  in der  D r u c k k a m m e r  un t e r  dem 
Kolben  (in kg/cm~). Je  gr6sser die Unterkf ih lung  der  
Bakter ienmasse ,  desto h6here Druckwer te  erwiesen sich 
fiir die vo l lkommene  Desintegr ierung als notwendig.  

Die Wi rksamke i t  der  Des in tegr ierung ist aus F igur  2 
zu ersehen. Die op t imalen  Wer te  fiir die Wi rkung  der 
Desintegr ierung bewegen sieh im Bereich yon  --30 
bis - -45°C.  Bei gr6sserer Unterk i ih lung der  Tuberkel-  
bakter ienmasse  (bei h6heren Druckwer ten)  s inkt  die iso- 
l ierte Nucleinsaure-  und P ro te inmenge  allm~thlich ab. Bei 
nachtr~tglieher Korre la t ion  der Wer te  auf  das Trocken-  
gewicht  der  des integr ier ten Masse (/~g/mg) b le ib t  der 
Charak te r  der K u r v e  unberi ihr t .  

E lek t ronenmikroskopisch  wurden  im op t ima len  Be- 
reich der  Wer te  Massen yon  zerbrochenen Tuberkel-  
bak te r ien  beobachte t .  

Ft i r  die Anwendung  der  Des in tegr ie rungsmethoden  in 
D r u c k k a m m e r n  bel iebiger  Kons t ruk t ion  folgen aus den 
oben e rw~hnten  Resu l t a t en  einige prakt i sche  Hinweise.  
Die di rekte  Abh~ngigkei t  zwischen der  Unte rk i ih lung  und 
den n6t igen Druckwer ten  (die h6chstwahrscheinl ich  mi t  
der  H~r te  der  E iskr i s ta l l s t ruk turen  zusammenh~ngt )  
schliesst  die Anwendung  einer  zu grossen Unte rk i ih lung  
znr  Isolat ion der  makromoleku la ren  S t ruk tu ren  aus, da 
sich die d a m i t  erforderl ichen hohen  Druckwer te  schon 
rein q u a n t i t a t i v  als weniger  giinstig erweisen. Von noch 
gr6sserer Bedeu tung  wird unzweife lhaff  auch  die qual i ta-  
t ive  %Virkung zu grosser Druekwer te  auf  die sensi t iven 
S t ruk tu ren  der  des integr ier ten Tuberke lbak te r ienmasse  
sein. H ie r  ist  v o r  al lem flit  die erfolgreiche Desintegrie-  
rung die ]3eriicksichtigung der  op t imalen  Tempera tu r  
(Druck-Bedingungen)  notwendig.  
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Fig. 2. Anwesenheit yon Nukleinsfiuren (260 nm) und Proteinen 
(280 nm) in zell- und zellwandfreier Tuberkelbakterienmasse, die in 
Untcrkiihlung desintegriert wurde. Einfluss der Unterkiihlung auf die 
Ausbeute der Desintegrierung. Die einzelnen Punkte der Kurven 
stcllen die Absorptionscxtinktionen (im UV-Licht) im Supernatant 
nach einer fraktionierten Zentrifugation der desintegrierten Tuber- 

kelbakterienmasse dar, 

Summary. An inverse,  a lmost  linear, re la t ionship was 
found be tween  the t empera tu re  of frozen mycobac te r ia l  
paste  and the  hydros ta t i c  pressure necessary for disinte- 
gra t ion oi mycobac te r ia l  cells in pressure chambers .  The  
op t ima l  reproducible  values  of t e m p e r a t u r e  pressure for 
the  quan t i t a t i ve  isolat ion of mycobac te r i a l  nucleo- 
prote ins  were es t imated  in t he  range  of -- 30 to -- 40°C per  
3000-5000 kg / cm =. 
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