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d) T r y p a f l a v i n :  J e  6 y, 30 y, 150 7 p ro  K u b i k z e n t i m e t e r  
Subs t ra t .  

J e d e r  Versueh  wurde  in 5 oder  10 para l le l  l au fenden  
W i e d e r h o l u n g e n  durchgef i ih r t .  N a c h  8 W o c h e n  w u r d e n  
die mi t t l e r en  Durchmesse r  der  A l g e n k u l t u r e n  b e s t i m m t  
und die Messungen s ta t i s t i sch  bearbe i te t .  Die  R e s u l t a t e  
aus  den KIonen  1 u n d  2 sind in der  Tabe l le  dargeste l l t .  
Die  Zahlen  b e d e u t e n  den du rchschn i t t l i chen  Kolon ie -  
du rehmesse r  in Mil l imeter .  

Zusatz zum Substrat Cystococcus Coccomyxa 

Kontrolle 
Streptomycin 1 

Penicillin 

Trypaflavin 

y pro cm s 

I0 ~" pro cm ~ 
25 y pro cm ~ 
0,27) pro cm z 
1 y pro em ~ 
5 y pro cm s 
6 y pro cm a 

30 y pro cm a 
150 y pro cmz 

10,7 4- 0,64 
5,0 ~ 0,42 

0 
0 

14,0 =i= 0,57 
13,4 -t- 0,50 
12,8 4- 0,66 
10,5 4- 0,63 
10,0 4- 0.77 

0 
I 

4,9 4- 0,10 
4,1 ± 0,28 
2,6 4- 0,18 

0 
5,0 :~ 0,15 
5,3 ± 0,33 
6,0 4- 0,57 
5,1 4- 0,28 
4,9 4- 0,10 
4,9 _~ 0,29 

Cystococcus is t  die empf ind l i chs t e  Alge. 1 7 S t r ep to -  
m y c i n  pro IKubikzen t imete r  S u b s t r a t  h e m m t e  das  
W a e h s t u m  eindeut ig ,  ohne a b e t  die Kolon ien  zum Ab-  
s t e rben  zu br ingen.  Mikroskopisch  zeigten die Zel len 
ke ine  Un te r s ch i ede  gegeni iber  solchen aus den Kon t ro l l -  
kolben.  A u c h  Zoosporen  b i lde ten  sieh in u n v e r m i n d e r t e r  
ZahI. %Vurden Algen  yon  d iesem S u b s t r a t  nach  8 VVochen 
au f  K o n t r o l l b 6 d e n  ge impf t ,  so wuchsen  sie n o r m a l  wel-  
ter .  Die  h6heren  S t r e p t o m y c i n d o s e n  t6 t e t en  die Alge ab :  
In  k e i n e m  Fal l  waren  Zellen, n a c h  8 W o c h e n  aus diesen 
K o l b e n  auf  K o n t r o l l b 6 d e n  ge impf t ,  zum W a c h s t u m  zu 
br ingen.  Die  gr613ere F l i i chenen twick lung  der  Alge in 
den  Pen ic i l l inko lben  is t  auf  eine f lachere  W a c h s t u m s -  
fo rm der  Kolon ien  zur t ickzuf t ihren,  die du rch  eine ge- 
r ingere  Fes t i gke i t  des Subs t r a t e s  v e r u r s a c h t  wurde .  

Coccomyxa w u r d e  ers t  du rch  eine Dosis  yon  25 y 
S t r e p t o m y c i n  pro  K u b i k z e n t i m e t e r  N/ ih rboden  abge-  
tS te t .  A u c h  gegent iber  T r y p a f l a v i n  is t  der  Klon  wider-  
s tandsf l th iger  als Cystococcus. 

Trentepohlia w~.chst b e d e u t e n d  l a n g s a m e r  als die bei-  
den  an de ren  StAmme.  Die  VVuchsform tier IKolonien is t  
ha lbkuge l ig  oder  noch  m e h r  i iberh6ht ,  so dat3 der  Du'rch-  
messer  de r  Kolon ien  ke in  zuverlAssiges l~'Ial3 f i ir  das  
W a c h s t u m  der  Alge dars te l l t .  E i n d e u t i g  e rgab  der  Ver-  
such  eine W a c h s t u m s h e m m u n g  der  Alge au f  d e m  Sub-  
s t r a t  m i t  der  h6chs ten  S t r ep tomyc indos i s .  Penic i l l in  und  
T r y p a f l a v i n  beeinf luBten  die E n t w i c k l u n g  nicht .  

Den Herren Prof. Dr. E. G~iUMA~;N uad Prof. Dr. O. JAAG danke 
ich sehr fiir die ErmSglichung der vorliegenden Arbeit und das ihr 
entgegengebrachte Interesse. ALFONS ZEHNDER 

I n s t i t u t  fiir  speziel le  B o t a n i k  der  E T H .  Ztirich, den  
1. Mai 1950. 

Rdsumd 
On a 6tudi~ l ' in f luence  de la  s t r ep tomyc ine ,  de la p~ni- 

cilline e t  de la t r y p a f l a v i n e  sur  le d 6 v e l o p p e m e n t  de t rois  
ch lorophyc6es  a p p a r t e n a n t  a u x  genres  Cystococcus, Coc- 
comyxa e t  Trentepohlia. L a  s t r e p t o m y c i n e  r a l en t i t  ou 
s u p p r i m e  - selon sa  c o n c e n t r a t i o n  - le d 6 v e l o p p e m e n t  
des algues, t and i s  que  la  p6nici l l ine n ' a  aucune  inf luence.  
La  t r y p a f l a v i n e  suppr ime ,  en c o n c e n t r a t i o n  ~lev~e, la  
croissance du Cystococcus, mais  n ' i n f luence  pas  le d6- 
v e l o p p e m e n t  des deux  au t res  esp~ces. 

Evolut ion  des  g r a n u l e s  c y t o p l a s m i q u e s  et 
condi t ions  de synth~se  des  ribonucl6oprot~ines 

Depuis  les t r a v a u x  de CASl'ERSSON ~, BRACla~T 2, etc., 
la re la t ion  en t re  acide r ibonucMique  e t  synth~se  de pro- 
t6ines a ~t5 ma in t e s  fois propos6e;  avec  la  d6couverte 
des ~granules c y t o p l a s m i q u e s , ,  isolables  pa r  centrifuga- 
t i on  diff6rent iel le  (CLAUDE 3, BRACHET 4, CHANTRENNE ~, 
etc.),  ce t t e  re la t ion  s ' es t  s ens ib l emen t  pr6cis6e e t  r6- 
c e m m e n t  JEENER s, u t i l i s an t  des so lu t ions  sal ines con- 
centr6es,  m e t t a i t  en 6vidence  des proc6s de dissociation 
des granules  qu i  s emblen t  conf i rmer  que  la synth~se des 
prot6ines  cel lulaires  s ' e f f ec tue ra i t  au n iveau  des orga- 
n i tes  les plus  lourds  e t  les plus r iches en 6quipements 
e n z y m a t i q u e s  divers .  

I1 es t  c e p e n d a n t  un au t r e  aspec t  du p rob l~me de For- 
gan i sa t ion  cel tulaire  qui ,  j u s q u ' k  pr6sent ,  semble  n 'avoir  
suscit6 que  peu de t r a v a u x :  il s ' ag i t  des condi t ions  de 
synth~se  des nucl~oprot~ines  et les-mSmes,  o r ,  dang une 
s6rie de recherches  consacr6es a u x  m6can i smes  de la 
f6conda t ion  chez Ascaris megalocephala (PANIJEIfl), nous 
avons  mon t r6  que  l ' a p p o r t  d ' u n e  pro t6 ine  sp~cif ique par 
le spe rma tozo ide  p e r m e t t a i t  une synth~se  spectaculaire 
de granules  r ibonuc l6opro t6 iques  dans  Ie c y t o p l a s m e  ovu- 
la i re  e t  que  ce t t e  synth~se  s ' e f f ec tua i t  au n i v e a u  m~me 
de Ia prot6ine.  U l t6 r i eu remen t ,  nous  avons  indiqu6 
(PANIJEL s, PANIJEL et  PASTEt~LS ~) q u ' i l  s ' ag issa i t  d 'une 
v6r i tab le  , recharge , ,  en  granules  organis6s e t  que  cette 
recharge  s ' e f fec tua i t  en deux  6 tapes :  l ' une  compor tan t  
la  synthgse  des r ibonucl6oprot6 ines  ~ l '6chelon  mol6- 
eutaire  ( , le surnageant~, des exp6r iences  de centrifuga- 
t ion) ,  l ' au t r e  t ' inc lus ion  de ces r ibonucl6oprot6 ines  dans 
les granules  qu i  son t  ensu i te  p r o g r e s s i v e m e n t  redistri- 
bu6s dans  le cy top la sme .  N o u s  voudr ions  a p p o r t e r  ici 
un  nouve t  e x e m p l e  de  proc6s b ioch imiques  du m~me 
ordre  q u ' i l  nous  a 6t6 donn6 d ' f t u d i e r  sur un mat6riel  
analogue.  

A v a n t  nous,  PASTEELS 1° (cI.PANIJEL 11) a, en effet,  pre- 
cis6 que,  tors de la  spermatoggn~se  chez l'Ascaris, les 
granules  c y t o p l a s m i q u e s  6 ta ien t  61imin6s tots  des  divi- 
s ions de m a t u r a t i o n  sous fo rme  d ' u n e  hern ie  v io lemment  
basophi le  (le ~cy tophore  ~ des auteurs) .  N o u s  avons  mon- 
tr6 (PANIJEL 11) que  ce t t e  61imination 6 ta i t  en relation 
6t roi te  avee  les proems de d issocia t ion  des pe t i t s  granules 
qu i  a c c o m p a g n e n t  les synth6ses  de prot6ines  deuto- 
p lasmiques  e t  que,  sous une  au t r e  forme,  de tels  proc~s 
se r e t r o u v a i e n t  6gMement  lors des oog6n~ses 16cithiques. 
- l%{ais, ici, le fa i r  qu i  do i t  r e t en i r  no t r e  a t t en t ion ,  c'est 
que  si le ma t6 r i e l  basophi le  du ,cytophore~,  (cf. Iig. 1-4) 
r~sulte  bien,  en  effet,  de l ' a c c u m u l a t i o n  des granules 
cy top lasmiques ,  il p r6sente  c e p e n d a n t  un aspec t  e t  une 
s t ruc tu re  qu i  le pa r t i eu l a r i s en t  s ingul i~rement  e t  le dif- 
f6rencient  n e t t e m e n t  des mat6r ie ls  basophi les  usuels. En 
p remie r  lieu, il man i fes te  une  for te  m6 tach romas i e ;  en 
second lieu, il es t  possible de m o n t r e r  pa r  I ' emplo i  des 

1 T. ChsPExsso.n, Naturwiss. 29, 83 (1941). 
2 j .  BRACHET, Enzymologia 10, 1, 87 (1941). 
3 A. CLAUDe:, Cold Spring Harbor 9, 263 (1941). 
4 j .  BRACH~T, Embryologie Chimique (Paris 1947) ; C. r. Soc. Biol. 

142, 1241 (1948). 
s H. CHANTRENNE, Bioch. Biophys. Acta 1,387 (1947). 

R. JEENER, Bioch. Biophys. Acta 2, 633 (1948). 
7 J. PA~cIJEL, BuI1. Soc. Chim. Biol. 29, 1098 (1947); 30, 116 

(I948); 31, 510 (1949). 
s j .  PA.nIJEL, Butt. Soc. Chim. Biol. 31, 1, 387 (1949). 
9 j .  PANIJEL et J. PASTEELS, ~t parattre Arch. de Biol. I951. 

I0 j .  PASTEELS, Arch. Biol. 59, 4, 405 (1948). 
11 j .  pANUEL ' Th~se principale (Paris 1950). eLe m6tabolisme des 

nucl6oprot4ines clans la gam6tog6n~se et la f6condation.~ A pa- 
rattre (Hermann ed., Paris 1951). 
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solvants  n e u t r e s  (PANIJEL 1) que  les c o n d i t i o n s  de  solu-  
bilit6 de ces r i b o n u c l 6 o p r o t 6 i n e s  les a p p a r e n t e n t  k celles 
du nucl6ole e t  n o n  A celles que  l ' o n  r e n c o n t r e  g6n6rale-  
ment  dans  les c y t o p l a s m e s .  

1 3 2 

4 

Fig. 1-4. - Etapes progressives Iors de la deuxi6me division de matu- 
ration de l'aecumulation des granules dans le eytophore et de son 

61imination. 

Ces o b s e r v a t i o n s  n o u s  c o n d u i s a i e n t  ~ cons id~re r  que  
l '~ l iminat ion  de la  b a s o p h i l i e  c y t o p l a s m i q u e ,  c o r r e s p o n -  
dant,  nous  l ' a v o n s  di t ,  ~ la  d i s s o c i a t i o n  des  p e t i t s  g ranu les ,  
devai t  se p r e s e n t e r  sous  fo rme  d '61~ments  de s t r u c t u r e  
diff6rente de celle des  p e t i t s  g ranu le s .  

Nous a v o n s  p u  c o n f i r m e r  c e t t e  c o n c e p t i o n  p a r  l ' e m p l o i  
des m 6 t h o d e s  de c e n t r i f u g a t i o n  d i f f6rent ie l le .  - Les  r6- 
sul ta ts  des a n a l y s e s  s o n t  les s u i v a n t s :  

a) Dosage  de l ' a c ide  r i b o n u c l 6 i q u e  t o t a l  ( m ~ t h o d e  de 
DAVIDSON e t  WAYMOUTH~) : 

J eunes  s p e r m a t o c y t e s  : 0,688 m g  % (poids  sec);  
s p e r m a t i d e s  a v e c  c y t o p h o r e s  : 0,085 m g  % (poids  sec);  
s p e r m a t i d e s  sans  c y t o p h o r e s :  0,005 m g  % (poids  sec). 

Le fai r  e s t  d o n c  ho r s  de  d o u t e :  c o m m e  le p r o u v e  l ' ex -  
p ~ r i m e n t a t i o n  c y t o c h i m i q u e ,  le c y t o p h o r e  c o n t i e n t  b ien  
de l ' ac ide  r i bonuc l6 ique .  

b) E x p 6 r i e n c e s  de c e n t r i f u g a t i o n  d i f f6 ren t ie l l e  (en 
KC1 M);  d~ f in i t i on  des  f r a c t i o n s  e n :  
G.G. (gros g r a n u l e s :  20 ra in .  de  c e n t r i f u g a t i o n  ~ 6000 g) ; 
M.G. (moyens  g r a n u l e s :  10 ra in .  de c e n t r i f u g a t i o n  

100 000 g);  
P .G.  (pe t i t s  g r a n u l e s :  1 h.  30 min .  de  c e n t r i f u g a t i o n  

100 000 g) ;  
s. ( s u r n a g e a n t  r e s t a n t  apr~s  s 6 d i m e n t a t i o n  de P .G. ) .  

On v o i t  d o n c  que  la  s 6 p a r a t i o n  d u  c y t o p h o r e  cor-  
respond b ien  A l ' 61 imina t ion  de la  q u a s i - t o t a l i t 6  de l ' a c ide  
r ibonucl6 ique  r6s idue l  e t  que  celui-c i  a p p a r t i e n t  a lors  
aux 616ments  les p lus  16gers, c o m m e  le p r o u v e  le t a u x  
61ev6 en  ac ide  r i b o n u c l 6 i q u e  d u  s u r n a g e a n t  a u  seul  
m o m e n t  de la  s 6 p a r a t i o n  d u  c y t o p h o r e .  Or  il y a de 

z j .  PAmJ~L, Tk,~se compldmentaire (Paris 1950). - ~Les pro- 
blames de l'histochimie et la biologie cellulaire., A paraitre, Hermann 
ed. {Paris 1951). 

2 j .  DAVIDSON et C. WAVMOUTH, Bioch. J. 38, 379 (1944). 

Jeunes spermatocytes 
Gros granules 
Moyens granules 
Pet i t s  granules.  
Surnageant  

Spermatides et cytophores 
Gros granules 
Moyens granules 
Pet i ts  granules.  
Surnageant  

Spermatides 
Gros granules 
Moyens granules 
Pet i ts  granules. 
Surnageant  

N l 

90 
25 
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98 
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28 
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18 

RNA ~- 

49 
41 
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43 

62 
67 

169 
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18 
36 
19 

7 

I RNA/N 3 

544 
1640 
1930 
439 

563 
1343 
1798 
1083 

600 
1295 
1583 

388 

1 ~, N par cm 3 de suspension. 
~, R. N. A. par cm ~ de suspens!on. 

3 ? R.N.A. p a r m g d e N .  

b o n n e s  r a i sons  de  p e n s e r  que  les 616ments  du  d i t  sur -  
n a g e a n t  s o n t  de d i m e n s i o n s  mo l6cu la i r e s :  on  es t  doric 
a m e n d  ~. cons id6 re r  c o m m e  tr~s  v r a i s e m b l a b l e  le fa i r  que,  
d a n s  le cas  de Ia s p e r m a t o g 6 n ~ s e  d'Ascaris, la  d issocia-  
t i o n  des  p e t i t s  e t  m o y e n s  g r a n u l e s  (qui  a c c o m p a g n e  la  
s y n t h ~ s e  d ' u n e  p r o t d i n e  c a r a c t S r i s t i q u e  /~ v a l e u r  de  vi -  
t e l lus  z) a b o u t i t  /~ la  f o r m a t i o n  de r i b o n u c l 6 o p r o t ~ i n e s  
mol6cu la i res .  Or,  ce proc~s  qu i  e s t  l ' i n v e r s e  de celui  que  
nous  a v o n s  mis  en  6v idence  d a n s  le cas  de  la  r e c h a r g e  
de l 'ceuf  lors  de la  f~conda t i on  (PANIJEL 2) es t  l u i - m S m e  
r6ve r s ib l e  : en  effet ,  les c y t o p h 0 r e s ,  apr6s  l eu r  s 6 p a r a t i o n  
des s p e r m a t i d e s ,  s o n t  p h a g o c y t 6 s  p a r  les cel lules  par iS-  
t a l e s  des  t e s t i cu l e s ;  on  c o n s t a t e  s l o t s  que  les z6nes  de 
c y t o p l a s m e  e n t o u r a n t  les v a c u o l e s  off s o n t  inc lus  les 
c y t o p h o r e s  se r e c h a r g e n t  p r o g r e s s i v e m e n t  en  b a s o p h i l i e  
c y t o p l a s m i q u e  t y p i q u e ,  au  fu r  e t  ~ m e s u r e  que  s ' e f f ec tue  
la  d ige s t i on  des  c y t o p h o r e s  (cf. fig. 5). 

5 
Fig. 5. - Attaque des cytophores dans les cellules pari6tales et appa- 

rition de la basophilie cytoplasmique. 

Les  r i b o n u c l 6 0 p r o t 6 i n e s  des  c y t o p h o r e s  s o n t  d o n e  
d ' a b o r d  syn th~ t i s~es  sous  f o r m e  mol6cula i re ,  pu is  orga-  
nis~es au  se in  des  g r a n u l e s  c y t o p l a s m i q u e s .  

1 j .  PANIJEL, TP,~Se princlpaIv (Paris 1950). - ~Le m6tabolisme 
des nucl~oprot~ines dans la gam~tog~n~se et la f6condation.,~ A pa- 
raitre, Hermann ed. (Paris 1951). 

J. PANIJEL, Bull. Soc. Chim. Biol. 29, 1098 (1947); 30, 116 
(1948); 31, 510 (1949). 
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On  v o i t  donc  que  ces r4sul ta ts  p e r m e t t e n t  d ' env i s age r  
l ' o rgan i sa t ion  des granules  c o m m e  un proc~s en d e u x  
6 tapes :  la  p remi6re  c o m p o r t a n t  une  synth6se  mol6- 
cula i re  de  r ibonucI6oprot4ines ,  la  seconde la  f o r m a t i o n  
des granules  e u x - m ~ m e s  ~t p a r t i r  de ce mat6riel .  On  sui t  
combien ,  pa r  de  n o m b r e u x  aspects ,  Ies v i rus  son t  proches  
des g ranu les  c y t o p l a s m i q u e s :  il se ra i t  t e n t a n t  de  sup-  
poser  que  le sch6ma de synth6se  des granules  a u q u e l  
condu i sen t  nos obse rva t ions  s ' app l ique  6ga lemen t  ~ la  
mu l t i p l i c a t i on  des v i rus  (et des bact6r iophages)  ; en ef fe t  
on sal t  que  le p o u v o i r  in fec t ieux ,  lots des syn theses  de 
virus,  a p p a r a t t  b r u s q u e m e n t  e t  a u g m e n t e  tr~s rap ide-  
m e n t  apr6s une  p4riode de l a tence  off il res te  ex t r~me-  
m e n t  Iaible.  I1 es t  possible que  ce t t e  p6riode de l a t ence  
cor responde  ~ l ' 6 tape  de synth6se  mol6cula i re  e t  que  le 
p o u v o i r  i n f ec t i eux  n ' appa ra i s se  que  lors de  la  seconde 
6 tape :  c'est-/t,-dire apr6s o rgan i sa t ion  des pa r t i cu les  /~ 
p a r t i r  de ce mat6r ie l  t r ans fo rmab le ,  

Des recherches  en  cours  nous  p e r m e t t r o n t ,  nous  l 'esp6- 
rons,  de pr6ciser de te ls  prochs qu i  nous  pa ra i s sen t  d i rec te-  
m e n t  li6s a u x  condi t ions  d ' a u t o c a t a l y s e  des sys t6mes  
prot6iques .  JACQUES PANIJEL 

I n s t i t u t  de recherches  sur  le Cancer  de l 'Un ive r s i t 6  de 
Par is  e t  du  C.N.R.S . ,  Service  de  Bioch imie ,  Vi l le ju i f  
(Seine), le 15 ju in  1950. 

S u m m a r y  

I t  has  been  obse rved  t h a t  du r ing  the  spermiogenes is  
of A s c a r i s  rnegalocephal8 a rap id  and  cons iderable  e l imin-  
a t ion  of R .N .A .  t akes  place.  Th is  process  is due  to  t h e  
dissocia t ion of cy top l a smic  granules  in to  molecu la r  ele- 
men t s  ( superna tan t ) .  Rec iproca l ly ,  du r ing  the  phago-  
cytos is  of  R .N .A .  e l im ina t ed  by  t h e  pa r i e t a l  cells, 
f o r m a t i o n  of  g ranu les  f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t  has  been  
observed .  T h e  cond i t ions  of syn thes i s  of c y t o p l a s m i c  
granules  and  the  re la t ions  wi th  t he  e l emen t s  of mo lecu l a r  
size ( superna tan t )  a re  discussed.  

Preparation of Rabbit Ant i -Serum for Rat-Liver 
Mitochondria.  Its Action on Mitochondria 

Succinoxidase 

M a n y  t e c h n i q u e s  h a v e  been  descr ibed  for t he  i so la t ion  
in a s t a t e  of h igh  pu r i t y  of nuclei ,  mi tochondr i a ,  and  
microsomes  f rom cellsL 

1 G. CRossMoN, Science 8.5, 250 (1937). - C.A. STOr~EBU~a, 
J.  Biol. Chem. lZ9, 189 (1939). - R. VENnRELY et C. VE~'DR~LY, 
Exper. 4, 434 (1948). - A.L. DOUNCE, J. Biol. Chem. 147, 695 
(1943). - R.R.  BEg'SLaV and N.L. HOERR, Anat. Ree. 60, 251 
(1934). - A. LAZAr~OW, Biol. Syrup. Lancaster 10, 9 (1943). - E. S. G. 
BARRON, Biol. Symp. Lancaster I0, 27 (1948). - A. CLAtrDE, J. Exp. 
bled. 8 G 19 (1944). - W.C. SCH.~EID~R, J. Biol. Chem. 165, 585 
(1946). - W. C. SCHNEIDER, G. H. HOOEBOOM, and G. E. PALLAD~, 

In  th is  pape r  t he  p r e p a r a t i o n  of r abb i t  an t i - r a t  liver 
m i t o c h o n d r i a  s e rum and  i ts  ac t ion  on mi tochondr ia  
succ inoxidase  are  descr ibed.  

Mi tochond r i a  were  i so la ted  f rom ra t  l i ve r  according to 
HOGEBOOM el alf i .  A f t e r  wash ing  4-5  t imes  in  0-88 M 
sucrose so lu t ion  to  r e m o v e  t races  of fore ign proteins, 
t h e y  were  suspended  in 3 ml  of 0.15 M NaC1 and  in- 
j ec ted  i n t r a v e n o u s l y  in to  a no rma l  rabbi t .  8 inoculations 
were  m a d e  a t  3 d a y  in te rva ls ,  us ing BESREDKA'S tech- 
n ique  to  avo id  a n a p h y l a c t i c  shock.  Ant ibod ies  cannot 
be  d e m o n s t r a t e d  by  agg lu t ina t ion ,  s ince spontaneous 
agg lu t ina t ion  of m i t o c h o n d r i a  occurs  in the  presence of 
e lect rolytes .  The  i m m u n e  s e rum p roduced  a r ap id  heavy 
agg lu t ina t ion ,  which  is d i f fe ren t  f rom the  microagglut in-  
a t ion  p roduced  by  salts,  b u t  i t  was found t h a t  an  entirely 
s imi lar  p h e n o m e n o n  occurs  w i t h  n o r m a l  sera of rabbits, 
rats ,  and gu inea  pigs. 

Lysis  in presence  of  c o m p l e m e n t  m a y  be employed,  
b u t  grea t  cau t ion  m u s t  be used, since a f te r  a few- hours 
spon taneous  lysis occurs  also w i t h o u t  i m m u n e  serum. 
Lys is  is specif ic  on ly  if  i t  occurs  wi th in  1-2 hours .  Micro- 
scopic obse rva t i on  shows a rap id  swell ing of t h e  mito- 
chondr i a  in presence  of  i m m u n e  s e r u m  and  complement ,  
which  is fo l lowed b y  comple t e  des t ruc t ion .  W h e n  lysis 
occurs, a th ick  p ro te in  p rec ip i t a t e  can  be observed .  But 
t he  best  m e t h o d  for a n t i b o d y  d e m o n s t r a t i o n  was comple- 
m e n t  f ixa t ion .  T h e  t i t r a t i ons  were  pe r fo rmed  b y  using 
serial  d i lu t ions  of i n a c t i v a t e d  i m m u n e  se rum (1.0 ml), 
0,05 ml  of fresh guinea  p ig  c o m p l e m e n t  pooled  f rom the 
blood of 3 animals ,  and  0.5 ml  of a mi tochondr ia l  
suspension con ta in ing  the  m i t o c h o n d r i a  i so la ted  from 
1 g of r a t  l ive r  or  k idney  in 10 ml  of saline. The  tubes 
were  i n c u b a t e d  a t  37-5°C for 1 hour ,  and  sensitized 
sheep cells were  added  as usual,  

I n  presence  of r a t  l ive r  mi tochondr i a ,  t h e  t i t e r s  were 
up  to  1:1280,  in presence  of  r a t  k i d n e y  mi tochondr ia  
up  to  1 :50  in some instances ,  whereas  no  f ixa t ion  was 
observed  Wllen m i t o c h o n d r i a  f rom e i the r  l ive r  or  kidney 
of mice,  gu inea  pigs or  rabb i t s  were  used. 

The  ac t ion  of a n t i - m i t o c h o n d r i a  s e rum on the  succin- 
oxidase  s y s t e m  c o n t a i n e d  in m i t o c h o n d r i a  f rom both 
l iver  and k i d n e y  was t e s t ed  in the  VCarburg apparatus,  
w i th  0.2 M s o d i u m  succ ina te  added  (Table I).  

W a s h e d  m i t o c h o n d r i a  i so la ted  t r o m  1 g l iver  or  0.5 g 
k i d n e y  were  e v e n l y  suspended  in 9.5 ml  phosphate  
buffer  (PH 7.4) in W a r b u r g  vessels (3.0 ml  of mito- 
chondr ia l  suspension q - 0 . 2  ml  sod ium succ ina te  and 
0,2 ml  20% K O H  in each  vessel),  E a c h  de te rmina t ion  
was  m a d e  in t r ip l ica te .  0.1 ml  of  i n a c t i v a t e d  ant i - ra t  
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Table I 
Action of rabbit anti-serum for rat liver mltochondria on succinoxidase activity of purified mitochondria. 

(Average values of the percentual acceleration of activity.) 

No. of exps. Source of 
mitochondria 

rat 
mouse 
guinea pig 
rabbit  

Liver 

serum 

- 10.314-2-35 
+ 2 0 . 1 3 1 0 - 3 4  
+ 16.16 
+21.49 

serum + 
complement 

+20"164-7.09 
+30.644-5-48 
+24"12 
+ 22.79 

serum 

+ 17.01 4- 2.31 

+ 7-12 
+18.94 

Kidney 

serum + 
Complement 

+ 30,60 q- 6.48 

+24-13 
+ 25.75 


