
420  Brbves communications - Brevi eomunieazioni [EXPERIENTIA VOL. XlI / l l ]  

MICHEEL, VAN DE KAMP u n d  WULF~ ~ h a b e n  gezeigt ,  
da s s  die  y o n  MOGGRIDGE et aL e e r h a l t e n e  V e r b i n d u n g  
~-1, 3, 4, 6 - T e t r a a c e t y l - n - g l u c o s a m i n - h y d r o b r o m i d  i s t  
u n d  im I R - S p e k t r u m  ke ine  c h a r a k t e r i s t i s c h e n  A m i d -  
b a n d e n  bes i tz t .  I m  l R - S p e k t r u m  ~ des  v o n  u n s  e r h a l t e -  
n e n  Chlor ides  w u r d e n  n u n  bei  3,10 /z ( N - H ) ,  6,07 t, 
(O = C-N)  u n d  6,48 p ( A m i d - I I )  die zu e r w a r t e n d e n  
B a n d e n  ge funden ,  was  e i n d e u t i g  ftir das  Vor t i egen  e ines  
A m i d e s  spr ich t .  

D e m n a c h  e n t s t e h t  aus  f l - P e n t a a c e t y l - D - g l u c o s a m i n  
m i t  H B r  in Eisess ig  das  H y d r o b r o m i d  des  1 ,3 ,4 ,6 -  
Te t r aace ty l -D-g lucosamins ,  w/~hrend m i t  Xther i scher  
HC1 das  1-Chlor-3,  4, 6 - N - t e t r a a c e t y l - D - g l u c o s a m i n  er- 
h a l t e n  wird.  

CH. J .  MOREL 

Pharmakologische Laboratorien der f .  R .  Geigy AG. ,  
Basel, den 17. Ju l i  ]956. 

d a n s  d u  t a m p o n  Michae l i s  a j u s t 6  ~ des  p H  a l t a n t  de  6,0 
8,0. O n  a j o u t e  4 m l  d ' a c i d e  o s m i q u e  de  p H  d6sir6 dans  

40 m l  de  c u l t u r e  en  t r y p t o n e  de  E.  coli t r a i t 6 e  ~ l ' aur6-  
o m y c i n e ,  ce q u i  d o n n e  u n e  c o n c e n t r a t i o n  d ' O s O ,  de  0,2% 

;i;i 

S u m m a r y  

T r e a t i n g  f l - P e n t a a c e t y l - D - g l u c o s a m i n  w i t h  e the rea l  
h y d r o c h l o r i c  ac id  leads  to  1-Chloro-3,  4, 6 - N - t e t r a a c e t y l -  
D-glucosamin ,  whose  s t r u c t u r e  is p r o v e d  b y  in f r a - r ed -  
s p e c t r a  a n d  t r a n s f o r m a t i o n  to  k n o w n  p r o d u c t s .  

F. I~,IICtIEEL, F. P. VAN DE I{AMP und H, Wul.~F, Cheru. Ber. 88, 
2011 (1955), 

Die IR-Spektren verdanken wit Herrn Dr. E. GIROD, aufge- 
nommen in Nujol, Perkin-Ebner, Mod. 21. 

F i x a t i o n  et i n c l u s i o n  du m a t 6 r i e l  nuc l6a ire  de 
Escherichia coli 

D a n s  les c o u p e s  u l t r a - m i n c e s  de  bac t6 r i e s ,  le n o y a u  se 
p r 6 s e n t e  so i t  e n t i 6 r e m e n t  r e m p l i  p a r  n n e  s t r u c t u r e  f ine ~, 
so i t  sous  t o r m e  d e ,  v a c u o l e  n n c l ~ a i r e ,  c o n t e n a n t  u n e  ou 
p lus ieu r s  m a s s e s  d e n s e s  d i spos6es  a u  ha sa rd% Des  f igures  
de f inesse  i n t e r m 6 d i a i r e  o n t  6t~ obse rv~es  3. D a n s  u n  
t r a v a i l  p r 6 c 6 d e n O  n o u s  a v o n s  pos tu l6  l ' h y p o t h ~ s e  q u e  
ces s t r u c t u r e s  nuc l6a i r e s  i n t e r n e s  n ' 6 t a i e n t  p a s  s ignif i -  
ca t ives ,  c ' e s t  ~ d i re  qu ' e l l e s  ne  s o n t  p a s  e n  r a p p o r t  d i r e c t  
a v e c l a  c o n s t i t u t i o n  d n  n o y a u  de  la  celhf le  v i v a n t e  m a i s  
qu 'e l l es  ne  s o n t  q u e  des  f o r m e s  de  c o a g u l a t i o n .  N o u s  
a v o n s  d e p u i s  lors  6 tud i6  l ' i n f l u e n c e  du  p H  e t  de  c e r t a i n s  
c a t i o n s  su r  la  c o a g u l a t i o n  d u  n u c l ~ o p l a s m e  d u r a n t  la  
f i xa t ion .  

Ce t t e  6 rude  a 6t6 f a i t e  su r  des  ce l lu les  de  Escherichia 
coli cu l t iv6es  en  mi l i eu  t r y p t o n 6 ,  t r a i t 6e s  A i ' a u r 6 o m y -  
c ine  (1 h avec  4 7 /ml) .  Ce t r a i t e m e n t  p e r m e t  d ' o b t e n i r  
une  I o r m e  nuc l~a i re  s i m p l e  e t  i d e n t i q u e  p o u r  la  t o t a l i t 6  
des  ce l lu les  de  la c u l t u r e  t o u t  en  les l a i s s a n t  t o n t e s  sur-  
v i v a n t e s .  

L ' 6 t u d e  de l ' i n f luence  du  p H  d u r a n t  la  f i x a t i o n  a 6tfi 
f a i t e  en  e m p l o y a n t  de l 'OsO,  d i s s o u t  ~ r a i son  de  2 %  

1 G. B. CHAPMAm¢ et J. HILLIER, J. Bact. 66, 362 (1953). 
2 A. BIRCH-ANDERSEN, O. MAALeE et F. SI6STRAND, Biochirn. 

biophys. Acta 12, 395 (1953). 
3 j .  R. G. BRADFIELD, Nature 173, 184 (1954). - G. PIEKARSKI, 

G. M. PONTIERI, Zbl. Bakt. I Orig. 165, 242 (1956). - O. MAALflE et 
A. BIRCH-ANDERSEN, Bact. Anatomy (Cambridge University Press 
1956), p. 261. 

4 E. KELLESBERGER et A. RVTER; Sch. Z, Path, Bakt. 18, 1122 
(1955). 

Fig. 1. E. coli K 12 S trait6 h l'aur~omycine; fix$ OsO 4 2% pH 7,~; 
indus dans le methaerylate. Le materiel nucl~aire est assez grossi~re- 

ment pr6cipit6. Grossissement 50000 ×. 

e t  u n  p H  encore  t r~s  vo i s in  de celui  de  la  c u l t u r e  a v a n t  
f ixa t ion .  On  c e n t r i f u g e  et  l ' o n  r e p r e n d  le c u l o t  d a n s  1 ml 
du  m ~ m e  f i x a t e u r  q u e  l ' on  laisse en  c o n t a c t  p e n d a n t  16 h 

20 °. On  l ave  en  t a m p o n  du  m 6 m e  p H  q u e  celui du  fixa- 

Fig. 2. M&mes bact6ries que eelles de la figure 1, mais indus au poly- 
ester. Le nueMoplasme est un peu plus fin. Grossissenlent 50000 ×. 

t e u r  e t  on  r e p r e n d  le c u l o t  d a n s  u n e  g o u t t e  d ' a g a r  1,5% 
a n  m 6 m e  p H .  L ' a g a r  e s t  d6pos6 s u r  u n e  l a m e  de  verre,  
re f ro id i  e t  d~coup6  e n  p e t i t s  c u b e s  de  1 m m s .  On  pro- 
c~de e n s u i t e  ~ la  d e s h y d r a t a t i o n  d a n s  l ' a c 6 t o n e  en  vue 
de  l ' e n r o b a g e  so i t  a u  m 6 t h a c r y l a t e  so i t  a u  po lyes t e r  5 
( l ' a lcool  n ' 6 t a n t  p a s  misc ib le  au  po lyes t e r ) .  N o u s  avons  
c o n s t a t 6  su r  des  s6ries c o m p a r a t i v e s  q u e  la  d e s h y d r a t a -  
t i o n  ~ l ' a c 6 t o n e  n ' e n t r a i n e  a u c u n  c h a n g e m e n t  du  mat6-  
r ie l  b io log ique  p a r  r a p p o r t  ~ celle ~ l ' a lcool .  

L ' i n c l u s i o n  a u  m 6 t h a c r y l a t e  p r o d u i t  t r~s  s o u v e n t  des 
g o n f l e m e n t s  e t  des  d 6 f o r m a t i o n s  des  cel lules  s u r t o u t  
l o r s q u e  le p H  du  f i x a t e u r  es t  s u p 6 r i e u r  ~ 6. Ces a r t e fac t s  
n e  se p r o d u i s e n t  j a m a i s  avec  le po lyes t e r .  

Les  b a c t 6 r i e s  f ix6es a u x  p H  7,2 A 8,0 o f f r e n t  tou jours  
u n  n u c l 6 o p l a s m e  r e l a t i v e m e n t  gross ie r  (fig. 1, d a n s  le 
m 6 t h a c r y l a t e ;  fig. 2, d a n s  le po lyes te r ) .  Au  p H  6,0 le 
n u c l f o p l a s m e  es t  t o u j o u r s  b e a u c o u p  p lus  f in  et  l ' ad jonc-  
t i o n  de  c a t i o n s  (0,01 M Mg e t  0,0001 M Ca) au  f ixa teur  
p e r m e t  d ' o b t e n i r  des r 6 s u l t a t s  p lus  c o n s t a n t s  (fig. 3). Si 
l ' on  a j o u t e  des  ions  L a  (0,03 M sous  fo rme  de n i t r a t e )  

5 E. KELLENBER~ER, W. SCHWAB et A. RYTER: Exper. m~me 
fasclcule. 
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la  p lace  de  Ca e t  Mg, on  o b t i e n t  des  r 4 s u l t a t s  s imi la i res  
ma i s  p lus  m a r q u E s ;  Ie c y t o p l a s m e  es t  c o m p o s e  de  g ra ins  
assez n e t t e m e n t  d61imit6s qu i  s o n t  p r o b a b l e m e n t  c o m p a -  
r a b i e s  a u x  g ra ins  de PAL~DE s et  le n u c l 6 o p l a s m e  fo rm4 de  

Fig. 3. E. coli K lg S trait6 ~ l'aur6omycine; fix60sOa 2% pH 6,0; 
inclus au polyester. Le mat6riel nucl6aire est tr~s finement pr6cipit~. 

Grossissement 50000 x.  

~ f i l amen t s~  t r6s  f ins  d ' u n  d i a m 6 t r e  de  50 £ 70 A (fig. 4). 
Ces o b s e r v a t i o n s  en  a c c o r d  a v e c  celles d ' a u t r e s  a u t e u r s  ~ 
n o u s  p r o u v e n t  qu ' i l  e s t  a b s o t u m e n t  i n d i s p e n s a b l e  de  
c o n t i n u e r  des  exp6r i ences  s y s t g m a t i q u e s  sur  la  f i x a t i o n  

Fig. 4. M~mes bact6ries que celles de la figure 3, fix6es au pH 6,0 avec 
adjonetiou de 0,03 M de La(NOa) 3. Le noyau est formg de ,* filaments ~* 

d'environ 40 "~ 70 A de diam~tre. Grossissement 75000 ×. 

e t  l ' i n c l u s i o n  d u  m a t 6 r i e l  b a c t 6 r i e n  a v a n t  de  d i s c u t e r  
l ' e x i s t e n c e  de  mi to se s  avec  fuseau  e t  c e n t r o s o m e s  s. 

Ce travail a 6t~ effectu6 dans le cadre d'une recherche subvention- 
n~e par le Fonds National Suisse pour la Recherche Scientifique. 

E .  KELLENBERGER e t  A. RYTER 

Laboratoire de Biophysique de l'Institut de Physique, 
Universitd de Gen&~e, le 2 ]uin 1956. 

Zusammen/assung 

I n  A b h £ n g i g k e i t  v o m  p H  d e r  F ix i e rungs f l i i s s i gke i t  
u n d  v o r h a n d e n e r  K a t i o n e n  ze ig t  d e r  B a k t e r i e n k e r n  in 
D t i n n s c h n i t t e n  e n t w e d e r  e ine g r o b e  oder  a b e t  e ine fe ine  
I n n e n s t r u k t u r .  Die  als C h r o m o s o m e n s t r u k t u r e n  gedeu-  
t e t e n  K o a g u l a t i o n s b i l d e r  w e r d e n  e r n e u t  in  F r a g e  ges te l l t .  

G. E. PALADE, J. Biophys. bioehim. Cytol. 1, 59 (1955). 
7 C. F. RomNow, Bact. Anatomy (Cambridge University Press 

1956), p. 181. 
s E, D. D ~ L A ~ I ~ ,  Ann. Rev. Microbiol. 8, 23 (1954}. 

L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  c o p o l y m ~ r e  du g r o u p e  d e s  
p o l y e s t e r s  c o m m e  m a t 6 r i e l  d ' i n c l u s i o n  e n  

u l t r a m i c r o t o m i e  

L ' i n c l u s i o n  au  m E t h a c r y l a t e ,  i n t r o d u i t e  p a r  NEWMAN N, 
B O R Y S K O  e t  S V E R D L O W  1 e s t  a c t u e l l e m e n t  la m 6 t h o d e  la 
p lus  r 6 p a n d u e  p o u r  o b t e n i r  des  c o u p e s  u l t r a m i n c e s  2, 
El le  p rEsen te  c e p e n d a n t  c e r t a i n s  i n c o n v E n i e n t s  : L a  poly-  
m 6 r i s a t i o n  i r r~gul i~re  du  m S t h a c r y l a t e  c o n d u i t  5. des  
d u r e t 6 s  v a r i a b l e s ,  ~ la  f o r m a t i o n  de  bu l les  p lu s  ou m o i n s  
n o m b r e u s e s  s u i v a n t  le m a t 6 r i e l  inc lus  a ins i  q u ' g  des  
g o n f l e m e n t s  t r~s  f r e q u e n t s  du  t i ssu  a l l a n t  ]usqu 'A  l '6c la -  
t e m e n t  des  celIules.  

Ces d i f f icu l t6s  n o u s  o u t  c o n d u i t s  5. c h e r c h e r  d ' a u t r e s  mi-  
l i eux  d ' e n r o b a g e  e t  n o u s  n o u s  s o m m e s  a r r6 t6s  5. u n ,  po ly-  
es ter~ p r~p a r6  ~ p a r t i r  de  l ' a n h y d r i d e  ma l6 ique  est6rif i6 
avec  l ' a lcool  p o l y h y d r i q u e  (glycerol ,  hyd roab iE ty l ,  e tc .) .  
P e n d a n t  c e t t e  e s t 6 r i f i c a t i o n  l ' a n h y d r i d e  d o n n e  n a i s s a n c e  
5. la fo rme  cis, l ' a c ide  ma l6 ique ,  e t  ~ son  isom6re ,  l ' a c ide  
f u m a r i q u e ,  la f o r m e  trans. L a  c o - p o l y m 6 r i s a t i o n  a lieu 
en  p r6sence  de s t y r 6 n e  e~ elle es t  a m o r c 6 e  p a r  a d d i t i o n  

O \ de  0,7 ~ 1 ~o de  c a t a l y s e u r  ( p e r o x y d e  de  benzoy le )  e t  de  
0 ,5% d 'acc~16ra teur  ( n a p h t ~ n a t e  de  Co)3. Les  p rop r i6 t6 s  
p h y s i q u e s  de c e t t e  r6s ine  d ~ p e n d e n t  de  l ' 6 q u i l i b r e  e n t r e  
les f o r m e s  cis et  trans de  Fes te r .  L a  p o l y m 6 r i s a t i o u  do i t  
c o m m e n c e r  l e n t e m e n t  e t  f in i r  r a p i d e m e n t  p o u r  6 v i t e r  les 
t e n s i o n s  i n t e r n e s :  on  m a i n t i e n t  le <~polyester~ £ 4 ° pen -  
d a n t  24 h puis  on  61~ve l e n t e m e n t  la t e m p 6 r a t u r e  jus -  
q u ' ~  60 ° C af in  d ' o b t e n i r  ces r 6 s u l t a t s .  

L a  m 6 t h o d e  d ' i n c l u s i o n  d a n s  c e ,  p o l y e s t e r  ~> es t  i d e n t i -  
q u e  d a n s  les g r a n d e s  l ignes  5 celte d a n s  le m ~ t h a c r y l a t e  ~. 
]~lle ne  diff~re que  p a r  u n e  d 6 s h y d r a t a t i o n  5. l ' a c 6 t o n e  

13 p lace  d ' a lcoo l  6 thy l ique ,  ca r  le ~polyes te r~  es t  peu  
misc ib le  5. l 'a lcool .  L ' 6 t u d e  c o m p a r a t i v e  e n t r e  ces d e u x  
d E s h y d r a t a t i o n s  avec  i nc lu s ion  f ina le  au  m 6 t h a c r y l a t e  
n o u s  a m o n t r $  que  ces ser ies  para l l~ les  d o n n e n t  des  
r 6 s u t t a t s  i den t iques .  Le m ~ l a n g e  d ' e s t e r s  m o n o m ~ r e s  q u e  
n o u s  a v o n s  employE es t  u n  l iqu ide  p lus  v i s q u e u x  que  le 
m ~ t h a c r y l a t e .  II se p o s a i t  d o n e  le p r o b l ~ m e  de la p6n~- 
t r a t i o n  g l ' i n t 6 r i eu r  des  cellules.  Le p a s s ag e  b r u s q u e  du  
t i s sn  de l ' acE tone  100% au <~polyester~> p u r  p r o v o q u e  
d ' 6 n o r m e s  c o n t r a c t i o n s  q u i  p e n v e n t  ~t re  p r e s q u e  t o t a l e -  
m e a t  6v i t6es  si l ' on  i n t r o d u i t  le t i s su  d a n s  p l u s i e u r s  
m~langes  d ' a c 6 t o n e - , p o l y e s t e r ~  d o n t  la p r o p o r t i o n  de  
t~polyester ~ a u g m e n t e  p r o g r e s s i v e m e n t .  

Apr~s  f i x a t i o n  e t  l a v a g e  d u  t i s su  o n  d E s h y d r a t e  
l ' a c ~ t o n e  25%,  5 0 % ,  75%,  9 5 % .  1 0 0 %  p e n d a n t  30 5. 
60 ra in  c h a e u n .  Pu i s  on  i n t r o d u i t  0 ,75% de  c a t a l y s e u r  
d a n s  le , p o l y e s t e r ~  q u e  l ' o n  m e l a n g e  e n s u i t e  e n  pro-  
p o r t i o n s  v a r i a b l e s  a v e c  l ' a c 6 t o n e :  

3 p a r t i e s  a c 6 t o n e  sec -- 1 p a r t i e  ,polyes ter ,~  avec  
c a t a l y s e u r ,  30 -60  r a in ;  

1 p a r t i e  a c 6 t o n e  sec -- i p a t t i e  , p o l y e s t e r ,  avec  
c a t a l y s e u r ,  30 -60  ra in ;  

1 p a r t i e  a c6 t o n e  sec - - 3  p a r t i e s  ~,polyester,~ avec  
c a t a l y s e u r ,  30 -60  ra in ;  

<~polyester, seul  avec  c a t a l y s e u r  + 0 ,5% d 'acc616ra teur ,  
30-60  min .  

Ces q u a t r e  p a s s a g e s  d o i v e n t  se fa i re  A 4 ° p o u r  6 v i t e r  
u n  d 6 b u t  t r o p  r a p i d e  de la p o l y m 6 r i s a t i o n .  Le  t i ssu  es t  
d6pos6 a u  fond  de  capsu les  scXches de  g61atine, r e m p l i e s  

1 S. B. NEw~tA~, E. BORYSKO et M. Sv~RI~I.ow, J. Res, nat. Bur. 
Stand. ~3, 183 (1949). 

2 F. S. SJOSTRAN~, Z. WiSS. Mikr. 62, 65 (1954), 
3 Les produits utilis6s peuvent 6tre obtenus au laboratoire Vinox, 

10, avenue G, Werner, Gen~ve, sous la d~signation Vinox KS. 


