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Heats  of Neutra l i za t ion  
of Fruc tose -  1 , -6 , -d iphosphate  

The heats of neutral izat ion of fructose-l,-6,-diphos- 
phate were determined in two experiments.  The appa- 
ratus was a simple "s tudents  assembly" consisting of a 

liter Dewar flask and B~CK~tA~ thermometer.  The 
sodium hydroxyde solution was admit ted  suddenly into 
the fructose diphosphate solution in the Dewar flask. 
The temperature  trends were noted before and after 
neutral izat ion and extrapolated in the usual manner.  
Control determinat ions on phosphoric acid were all 
within 4% of the data  in LANDOLT-BORNSTEIN. The 
results on fructose diphosphate were 14.7 resp. 14.9 Call 
Mole for the pr imary and 14-0 resp. 13.5 Cal/Mole for 
the secondary hydrogen ions. The free acid was prepared 
from freshly purified 13a-salt by  reaction with the cal- 
culated amoun t  of sulfuric acid. The solution was 
roughly 0.02 molar and it was neutral ized with sodium 
hydroxide. 

The experiments were originally designed to compare 
the heats of neutral izat ion with the corresponding ones 
of phosphoric acid: 14.8 Cal/Mole for the pr imary and 
12.2 Cal]Mole for the secondary hydrogen ion, I t  was 
thought  possible tha t  electrostatic repulsion between the 
two ionized phosphoric acid groups on the same molecule 
might cause an appreciable decrease in heat of neutrali-  
zation, bu t  actual ly a slight bu t  significant increase was 
observed for the secondary hydrogen ions. Irrespective of 
speculations, however, the approximate determinat ion 
of these heats of neutral izat ion may be interest ing 
enough to warrant  their publication. 

F. K6~6sY 

Dglibdb ~t. 28, Budapest, August 2, 1954. 

Zusammen[assung 

Es wurde gepriift, ob die Neutralisationsw/trmen der 
beiden ionisierten Phosphatgruppen von Fructose- 
diphosphat durch deren elektrostatische ~vVechselwir- 
kung beeinflusst werden. Dabei ergab sich ffir die pri- 
mliren H+-ionen kein Unterschied gegeniiber Phosphor- 
s/iure, ffir die sekunditren H+-ionen dagegen eine geringe 
Erh6hung der Neutralisationsw~trme. 

Les t r a n s f o r m a t i o n s  des  nucl6oides  
de Escherichia coli  d6clench6es par Ies rayons  X 

Nous avons d6crit pr6c6demment les transformations 
subies par la cellule bact6rienne, en particulier par son 
appareil nucl6aire (nucl6o~des) aprbs irradiation ultra- 
violet tel :  Les cellules s 'allongent,  les nucl6o~des de- 
v iennent  polychromosomiques et ensuite fragment6s; 
30 rain d6jk apr~s l ' i rradiation, toutes les cellules pr6sen- 
tent,  d 'une  fa~on tr~s homog~ne, des nucl6oides flag- 
ment6s. La diff6rence entre les bact6ries survivantes et 
les mortes ne devient  visible que 60 ~ 90 min (selon la 
dose d'UV.) aprbs t ' i rradiation. Des doses d'UV. tr~s 
faibles, t u a n t  moins de 10% de la population,  ont  tou- 
]ours cette mSme action sur les nucMo[des pendan t  les 

1 1~. KELLENBERGER, Symposium on bacterial Cytology, Rome 
1953, 45. 

20 mill qui suivent  l ' i r radiat ion:  les cellules s 'a l longent  
et  le noyau  est polychromosomique. Les fortes doses 
(survie de moins d '1%) retardent  ou emp~chent la t rans-  
formation caract6ristique; les nucl6o~des sont  ators 
s implement  real d6finis (,diffus~). 

Nous nous sommes propos6 d'6tudier Faction des 
rayons X sur les nucl6oides bact6riens pour savoir s i ce  
r ayonnement  ionisant  provoqne les m~mes transforma- 
t ions que les UV. qui ne peuvent  qu'exciter les mol6cules. 
I1 6tait int6ressant en particulier de comparer Faction 
des deux rayonnements  sur les cellules lysog~nes, car les 
rayons X n ' indu isen t  la production de phages que sur 
50 % au plus des cellules lysog~nes (LATARJET1), alors que 
les rayons UV. induisent  plus de 99 % de la populat ion 
(W~IGLE et D~LBROCK~). ' 

Les nucl6oTdes on t  6t6 observ6s au microscope 61ec- 
t ronique selon la m6thode d6crite ailleurs 3. Les souches 
E. coti B non lysog~ne, K12 (,~), lysog~ne pour le phage ~., 
et I{12 S non lysog~ne et sensible an phage 4, ont  6t6 
6tudi6es. Les bact6ries sont cultiv6es ~ 37°C jusqu'A une 
densit6 de 3 A 5,108 cellules par  millilitre; apr~s avoir 6t6 
centrifug6es, elles sont resuspendues dans du milieu frais 

4°C et expos6es aux rayons X d 'une  longueur d 'onde 
moyenne de 0,9 A (Anticathode Molybd~ne, 33 kV, 
filtre A1). Elles sont ensuite dilu6es dans du milieu frais 

37 °C et cultiv6es. Le graphique montre les courbes de 
survie en fonction de la dose de rayons X en roentgen (r) 
pour les trois souches. Nous y avons indiqu6, en pointill6, 
le pourcentage de cellules K12 (Jl) induites, c.-A-d, pro- 
ductrices de bact6riophages. 

Les r6sultats de l ' examen morphologique sont les 
suivants  : 
a) tes trois souches se comportent  - grosso modo - de 

fa~on ident ique;  
b) les nucl6o~des polychromosomiques respectivement 

f ragment ,s  se re t rouvent  toujours sur une patt ie au 
moins de la populat ion;  

c) deux nouvelles t ransformations apparaissent pour 
les doses relat ivement  fortes, t ransformations qui sont 
sp6cifiques pour les rayons X. 

Doses [aibles: 800-2500 r, survie 90% A 100%. La fi- 
gure 1 montre les nucl6oi'des de E. coli B a) en croissance 
normale, b) 30 rain aprgs irradiation aux rayons X avec 
800 r. On volt que cette faible dose a suffi pour provo- 
quer une t ransformation vers la polychromosomie dans 
la plupar t  des cellules. 

La figure 2 montre  des cellules 60 rain apr~s une ir- 
radiat ion avec 2500 r. On voit un al longement  et une 
polychromosomie tr~s marqu6s aussi bien sur K12S 
(fig. 2a) que sur B (fig. 2b). Si l 'on cont inue ~ cultiver, 
les nucl6o~des se regroupent et les cellules allong~es se 
divisent  en cellules A appareil nucl4aire normal.  

Doses moyennes: 2-4,10 ~ r, survie entre 10 et 1%. La 
figure 3 montre  l '4volution de K12 (Jr) apr~s une irradia- 
t ion de 2.104 r. 15 min apr~s l ' i r radiat ion (fig. 3a), nous 
trouvons des cellules polychromosomiques et des cellules 
aux nucl6oides fragment6s, mais aussi d 'autres  dans les- 
quelles les fragments sont tr~s rapproch6s et forment  une 
v6sicule centrale (ou polaire, dans le cas d 'une  division 
amorc6e). 30 min apr~s l ' irradiation, la f ragmentat ion du 
noyau est particuli~rement bien visible dans les cellules 
allong4es qui se diff4rencient ne t t emen t  des cellules plus 
courtes A noyau v4siculaire (fig. 3b). 60 rain apr~s I'ir- 

1 R. LATARJET, Ann, Inst. Pasteur 81, 389 (1952); communica- 
tions personnelles. 
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Fig. 1. Les nucl~oides de E, coli B: a) sans irradiation; b) apr6s irradiation de 800 r. 
Fig. 2. Irradiation Iaible de 2500 r: a) sur E. coli B, observ~ apr6s 60 min de culture ; b) E.  coli S, observ6 apr6s 30 min de culture. 
Fig. 3. E .  coli K12 irradi6 avee 2.104 r, observe: a) apr~s 1~ min; b) apr~s 30 rain; c) aprSs 60 rain de culture. 
Fig. 4. E .  coli S irradig avee '2.104 r, observ6 : a) apr~s 30 rain; b) apr~s 60 min de culture ; c) apr6s 90 rain de culture. 
Fig. 5. E .  coli B irradi~ avec 105 r, observe: a) apr~s 30 min; b) aprSs 60 min. 
Fig. 6. E.  coli B irradi6 avec 106 r, observ6 apr~s 60 rain de culture. 

r ad ia t ion ,  les f r a g m e n t s  p a r a i s s e n t  d6jS~ se r6a r r ange r  e t  
on r e t r o u v e  des cellules d ' a p p a r e n c e  normale ,  t a n d i s  que  
les cellules k n o y a u  v6siculaire ne e h a n g e n t  pas  d ' a spec t .  
Cet te  6volu t ion  es t  e s s e n t i e l l e m e n t  la m~me pour  I412 S 
e t  B, ~ p a r t  de pe t i t e s  dif f6rences  de p r o p o r t i o n  e n t r e  les 
deux  so r t e s  de t r a n s f o r m a t i o n s  d6cri tes .  La  f igure 4 a  
m o n t r e  des cellules IKI2 S, 4b des cellules t3 30 rain aprSs 
l ' i r r ad i a t ion  avec  2.104 r. On r e m a r q u e r a  dans  ce t t e  der-  
n i t r e  f igure l ' a b o n d a n c e  des pe t i t e s  cellules & n o y a u  
v6siculaire.  

D o s e s  / o r l e s :  10 ~ et  106 r, su rv ie  mo ins  que  1%.  Les  
for tes  doses ou t  6t~ 6tudi6es sur  les cellules B un ique-  
m e n t .  La figure 5 m o n t r e  l ' 6vo lu t ion  des cellules apr6s 
une i r rad ia t ion  de 105 r. Une  ce r t a ine  p r o p o r t i o n  des  
cel lules  son t  al long6es e t  p o r t e n t  des  n o y a u x  f r agmen t6s .  
D a n s  d ' a u t r e s  cellules nous  r e t r o u v o n s  la c o n t r a c t i o n  des 
f r a g m e n t s  en v6sicules cent ra les .  U n e  t ro is i6me sor te  de 
t r a n s f o r m a t i o n  enf in  fai t  son a p p a r i t i o n  avec  ces doses :  
nous  t r o u v o n s  des vacuoles  polaires ,  desquel les  nous  ne 
p o u v o n s  pas  dire  si elles c o n t i e n n e n t  le mat6r ie l  nucl6aire.  
60 e t  90 rain apr~s l ' i r r ad i a t ion  (fig, 5b e t  c),  l ' image  
s ' a c c e n t u e :  on vo i t  que lques  cellules t r6s iongues  dans  

Iesquelles  les f r a g m e n t s  nuct6aires  c o m m e n c e n t  ~ se 
r eg roupe r  en n o y a u x  n o r m a u x .  L ' i r r a d i a t i o n  de 10 * r 
enf in  (fig. 6) ne p r o d u i t  p lus  que  de rares  cellules al- 
long6es, p a r  con t re  il y a ici a b o n d a n c e  de cellules 
n o y a u x  v6siculaires e t  de n o m b r e u s e s  cel tnles avec 
vacuoles .  

De ces o b s e r v a t i o n s  il r essor t  c l a i r emen t ,  que  les 
r a y o n s  X p e u v e n t  d6c lencher  t ro is  t r a n s f o r m a t i o n s  
d i s t inc tes .  Une  p remie re  act ion,  visible s u r t o u t  apr~s 
Ies faibles  doses  e t  sur  des cellules s u r v i v a n t e s ,  s ' a p p a -  
r e n t e  f o r t e m e n t  5, celle p r o d u i t e  p a r  les r ay o n s  ul t ra-  
v io le t s :  la cellule s ' a l longe  jusqu 'A 2-4  fois sa  longueur  
n o rma l e  e t  les n o y a u x  d e v i e n n e n t  p o l y c h r o m o s o m i q u e s  
e t  mSme f ragment6s .  U n e  deux i6me  act ion,  qui  semble  
se s u p e r p o s e r  ~ ce p r e m i e r  e f fe t  t e n d  5~ c o n c e n t r e r  le ma- 
t6rieI nucl6aire  en un  seul n o y a u  v6siculaire.  El le  est  
visible ~ des doses  plus for tes  e t  n ' a p p a r a t t  c l a i r emen t  
qu ' ap rSs  un  t e m p s  de cu l tu re  prolong6.  C o n t r a i r e m e n t  

la f r a g m e n t a t i o n ,  qui  p e u t  ~tre r6versible  puisqu 'e l le  
se t r o u v e  aussi  su r  des  bact6r ies  qui  v o n t  su rv iv re ,  ce t te  
16sion qui  p r o v o q u e  la form6 v6siculaire du n o y a u  est 
t r6s  p r o b a b l e m e n t  16thale. Une  t ro is i6me ac t ion  enfin, 
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sur  des  bac t6 r i e s  t r~s  f o r t e m e n t  i r radi6es ,  p r o v o q u e  la  for- 
m a t i o n  de  vacuo le s  po la i res .  

Si l ' o n  ca lcule  1 le h o m b r e  de t r a c e s  de ion i sa t ions  
for tunes  p a r  les r a y o n s  X qu i  se t r o u v e n t  e n t i ~ r e m e n t  ou 
en  p a t t i e  d a n s  la  cel lule,  o n  o b t i e n t  160 t r aces  p a r  cel lu le  
p o u r  la  dose 6,108 r. A c e t t e  dose  nous  t r o u v o n s  u n e  
su rv i e  de 37 % des bac t6 r i e s ,  ce qu i  v e u t  dire  - d ' ap r~s  la 
th6or ie  du  c o u p  eff icace - que  s u r  les 160 t r aces  p a r  cel- 
lule il y a e n  m o y e n n e  u n e  seule  qu i  es t  16thale. A 800 r, 
doric avec  e n v i r o n  20 t r a c e s  p a r  cellule,  on  obse rve  d6j~ 
la t r a n s f o r m a t i o n  des nuc l6o ides  ve r s  la  f r a g m e n t a t i o n .  
L ' 6 t e n d u e  de  c e t t e  t r a n s f o r m a t i o n  d 6 p e n d  de  la  dose :  
p o u r  de fa ib les  doses,  elle ne  d6passe  s o u v e n t  pas  le 
s t ade  de la  p o l y c h r o m o s o m i e  p o u r  r e t o u r n e r  en s u i t e  au  re- 
g r o u p e m e n t  de nuc l6o ides  n o r m a u x .  A des  doses p lus  
for tes ,  ce r e t o u r  ne  s ' e f f ec tue  p lus  ou  s e u l e m e n t  apr~s  u n  
long d 6 v e l o p p e m e n t  k nucl~oides  f r a g m e n t 6 s .  P a r  cons6-  
q u e n t  on  do l t  a d m e t t r e  que  ce t t e  f r a g m e n t a t i o n  ne  soi t  
pas  l ' e f f e t  d ' u n  seul  coup  efficace,  ma i s  so i t  dfle h u n e  
s u b s t a n c e  p r o d u i t e  ou d 6 t r u i t e  en  p lus  ou m o i n s  g r a n d e  
q u a n t i t 6  se lon la  dose. Ce t te  s u b s t a n c e  se ra i t  r e s p o n s a b l e  
du  d6so rd re  au  n i v e a u  des  d iv i s ions  nuc lba i res ,  d o n t  
l ' exp re s s ion  v i s ib le  e s t  la  p o l y c h r o m o s o m i e  e t  la f rag-  
m e n t a t i o n ,  

dose X 
t 2 3 O 5.10* 

! 

Fig. 7. 

Q u a n t  A l ' i n d u c t i o n ,  n o u s  a v i o n s  m on t r 62  que  la 
f r a g m e n t a t i o n  n ' e s t  pas  p r o d u i t e  p a r  le p h a g e  i ndu i t .  
Mais t ous  les i n d u c t e u r s  c o n n u s  p o u r  K12(2) - D ich lo -  
r~ne s, H20~ 3, r a y o n s  u l t r a v i o l e t s  e t  X - p r o v o q u e n t  la  
f r a g m e n t a t i o n  des  n o y a u x ,  que  la  cel lu le  so i t  lysoggne  
ou pas .  Les  r a y o n s  X ,  a v e c  lesquels  on  p e u t  i ndu i r e  a u  
m a x i m u m  50 % de la  p o p u l a t i o n ,  ne  p r o d u i s e n t  en  m S m e  
t e m p s  la  f r a g m e n t a t i o n  que  s u r  la  moi t i6  des cellules,  

1 D. A. LEA, Actions of Radiations on living cells (Cambridge Uni- 
versity Press, 1947). 

2 E. KELLENBERGER, Symposium otl bacterial Cytology, Rome 
1953, 45. 

a F. JACOB, C. r. Acad. ScL 234, 2238 (1952}. - E. KELLEN- 
BERaER, Symposium on bacterial Cytology, Rome 19~3, 45. 

l ' a u t r e  moi t i6  m o n t r a n t  des n o y a u x  v6sicula i res .  T o u t  
se pas se  c o m m e  si la  f r a g m e n t a t i o n  du  n o y a u  6 t a i t  u n e  
c o n d i t i o n  n~cessa i re ,  si n o n  la  cause  de l ' i n d u c t i o n :  le 
d6so rd re  nuc l6a i re  a u g m e n t e r a i t  la p r o b a b i l i t ~  d ' i n d u c -  
t ion .  N~an  moins ,  su r  la  base  des  exp6r i ences  m e n t i o n n 6 e s ,  
on  n e  p e u t  pas  exc lu re  la  poss ibi I i t~  que  la f r a g m e n t a t i o n  
so i t  u n  p h 6 n o m ~ n e  t o t a l e m e n t  6 t r a n g e r  ~ l ' i n d u c t i o n ,  
a c c o m p a g n a n t  f o r t u i t e m e n t  c e t t e  derni~re .  

Nous exprimons route notre gratitude au D r R. LATARJET qui 
nous a propos6 cette 6tude et qui nous a offert la possibilit( ~, de faire 
les irradiations dans son laboratoire de l 'Institut du Radium h Paris. 
Nous remercions 6galemcnt le D r MARCOVICH pour ses indications 
pr6cieuses et M. MORENNE pour avoir effectual Ies irradiations. 

E. KELLENBERGER 

Ddpartement de Biophysique, Institut de Physique de 
Universitd de Gen~ve, le 29 avril 1955. 

Summary  

I n  o rde r  to  o b t a i n  f u r t h e r  k n o w l e d g e  on  t h e  a c t i o n  of 
r a d i a t i o n  on  l i v ing  cells we s t u d i e d  t h e  n u c l e a r  t r a n s -  
f o r m a t i o n s  of E. coti a f t e r  e x p o s u r e  t o  X - r a y s .  T h r e e  
d i f f e r en t  p h e n o m e n a  cou ld  be  o b s e r v e d :  One  is p r o d u c -  
ing t he  p o l y c h r o m o s o m a l  fo rm of nuc leo ids ,  a n d  is 
revers ib le .  T h e  second ,  w h i c h  is p r o b a b l y  a r a p i d  l e t h a l  
effect ,  expresses  h imse l f  b y  t h e  ve s i cu l a r  f o r m  of t h e  
nucleoids .  T h e  t h i r d  is o n l y  c o n c e r n e d  w i t h  v e r y  h i g h  
doses.  T h e  h y p o t h e s i s ,  t h a t  t h e  f r a g m e n t a t i o n  of nuc le -  
oids m a y  be  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  i n d u c t i o n  of lysogenic  
cells is p o s t u l a t e d .  

Histochemischer Nachweis der im Zytoplasma 
regenerativ nach P-Mangelziichtung auftreten- 

den phosphatischen l]berkompensation 

D u r c h  c h e m i s c h e  Mode l lve r suche ,  die in  e iner  sys te -  
m a t i s c h e n  E n t w i c k l u n g s r e i h e  v o n  uns  d a r g e s t e l l t  wur-  
den ,  k o n n t e n  wir  au f  G r u n d  e i n d e u t i g e r  R e a k t i o n e n  
n a c h w e i s e n  r, dass  m i t  den  geb rAuch l i chen  h i s t o c h e m i -  
s c h e n  M e t h o d e n  ( M E Y E R  2, U N N A - P A P P E N H E I M  2, L I N D E -  
GREN 4, SCHUMACHER5), welche  his  d a m n  a l l g e m e i n  in 
de r  Ze l lphys io log ie  zu r  L o k a l i s a t i o n  de r  f l e ien  Nuk leo -  
t ide  im Z y t o p l a s m a  d i e n t e n ,  e n t w e d e r  led ig l ich  e ine  dif-  
fuse F ~ r b u n g  oder  be s t en fa l l s  e ine I n d i k a t i o n  de r  Baso -  
phi l ie  b e s t i m m t e r  Zell-  u n d  G e w e b s o r t e  e r r e i c h t  wird .  
N i c h t  e i n m a l  die Z e l l p h o s p h a t e  lassen s ich  a u f  diese 
Weise  spezi f i sch  er fassen,  u m  so wen ige r  n o c h  die f re ien  
N u k l e i n s ~ u r e n ,  d e r e n  z y t o c h r o m a t i s c h e  I d e n t i f i z i e r u n g  
h i e r n a c h  in f r t i he ren  A r b e i t e n  zwe i fe lha f t  e r s c h e i n e n  
muss .  

De r  spez i f i sche  Nachwe i s  de r  Z e l l p b o s p h a t e ,  so fe rn  
sic m i n d e s t e n s  zwei freie V a l e n z e n  bes i t z en ,  i s t  e r s t  
d u r c h  die A n w e n d u n g  des  I e t z t h i n  y o n  uns  a u s g e a r b e i -  
t e t e n  M - T - V e r f a h r e n s  ~ e r m 6 g l i c h t  worden ,  dessen  Selek-  
t i v i t f i t  a u f  d e m  P r i n z i p  der  D o p p e l f A r b u n g  m i t  M e t h y l e n -  

t Gemeinschaftsarbeit von F. WtNnlscH und D. STIERAND sowie 
Yon H. HAEI-[N, Pro top lasma 42, 346 (1953). 
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