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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. 
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de  <~polyester, avec  c a t a l y s e u r  et  acc616rateur ,  qui ,  en-  
fe rm6es  d a n s  une  bo i te  c o n t e n a n t  d u  de s s6ehan t ,  s o n t  
m a i n t e n u e s  h 4 ° p e n d a n t  24 h, h 20 ° p e n d a n t  4 h e t  
60 ° p e n d a n t  24 h. 

Ce travail a pu ~tre effectual grfice h une subvention fdd6rale pour 
t'eneouragcment des recherches scientiliques au moyen des er4dits 
ouverts par la Confgd6ration pour procurer du travail. 

E. KELLENBERGER, W.  SCHWAB et 
A. RYTER 

Laborat ) i re  de B iophys ique ,  I n s t i t u t  de Phys ique ,  Uni- 
versitd de Gent.re et Laboratoire  V inox ,  Gengve, le 2 ]ui~ 
1956. 

Z u s a m  m e n f a s s u n g  

Zur  H e r s t e l l u n g  y o n  D i i n n s c h n i t t e n  fi ir  d a s  E lek t ro -  
n e n m i k r o s k o p  wi rd  eine n e u e  E i n b e t t u n g s m e t h o d e  fiir 
b io logisches  M a t e r i a l  b e s c h r i e b e n .  A n  Ste l le  y o n  Metha -  
c r y l a t  w i rd  e in  P o l y e s t e r  v e r w e n d e t ,  w o d u r c h  Unregel -  
m/ i s s igke i t en  in d e r  P o l y m e r i s a t i o n  v e r m i e d e n  werden  
k 6 n n e n .  Sukzess ive  S e r i e n e i n b e t t u n g e n  u n d  Vergle ichs-  
s t u d i e n  k 6 n n e n  m i t  g rgsse re r  S i e h e r h e i t  ausge f i ih r t  
w e rd en .  

Foie de souris fix60sO a 2% pH 7,2, inclus dans Ie <* polyester~. 
Grossissement 50000 ×. 

Le  p o l y m ~ r e  es t  p lus  d u r  e t  p lus  c a s s a n t  q u e  le m6- 
t h a c r y l a t e .  I1 se c o u p e  c e p e n d a n t  tr&s f a c i l e m e n t  ~ 200 
a v e c  des  c o u t e a u x  de  v e r r e  cass6s  sous  u n  a n g l e  d ' e n -  
v i r o n  30 °. Des  ang les  p lus  g r a n d s  a ins i  que  des  c o u t e a u x  
m f t a l l i q u e s  a igu i s f s  se lon  la  m 6 t h o d e  de  SJ6STRAND e 
f o u r n i s s e n t  des coupes  pliss6es e t  gondotSes.  

N o u s  a v o n s  e m p l o y 6  u n  m i c r o t o m e  T r f i b - T ~ u b e r  
mod i f iO .  

L ' e n r o b a g e  au  *polyes te r*  a 6t6 a p p l i q u 6  a v e c  succgs 
p o u r  des  f r a g m e n t s  de  foie (figure),  p o u r  des  b a c t 6 r i e s  5, 
des g a m e t e s  d ' A l l o m y c e s ,  de j e u n e s  r ac ines  et  feui l les  de 
d ive r ses  p l a n t e s  ". Les  b a c t f r i e s  e t  les g a m e t e s  o n t  6t6 
ine lus  d a n s  de l ' a g a r  1 ,5% i m m 6 d i a t e m e n t  ap r~s  la  f ixa-  
t i on  p o u r  f ae i l i t e r  les m a n i p u l a t i o n s  u l t6 r i eu res  7. Le  
m~me  proc6d6,  app l iqu~  a u x  Ieuil les,  p e r m e t  d ' o r i e n t e r  
ces de rn i~res  d a n s  la  p o s i t i o n  v o u l u e  e t  e m p ~ c h e  p r e s q u e  
t o t a l e m e n t  leur  d 6 t a c h e m e n t  du  re s t e  du  m a t 6 r i e l  d ' i n -  
c lus ion .  

L a  p o l y m ~ r i s a t i o n  du  , p o l y e s t e r *  emp loy6  es t  ex-  
t r ~ m e m e n t  r6guli~re c a r  su r  une  t r e n t a i n e  de  s6ries d ' i n -  
c lus ions  n o u s  n ' a v o n s  j a m a i s  o b s e r v 6  n i  bu l les  n i  gon-  
I l emen t .  Des  inc lus ions  c o m p a r a t i v e s  de bac t6 r i e s  d a n s  
du  m 6 t h a c r y t a t e  e t  d a n s  du  *po lyes t e r~  o n t  m o n t r ~  de 
n o m b r e u s e s  fois que  les b a c t 6 r i e s  a v a i e n t  6clat6  darts  le 
m ~ t h a c r y l a t e  ma i s  6 t a l e n t  res t6es  i n t a c t e s  d a n s  l e ,  po ly-  
e s t e r , .  

4 E, KELLENBERGER, Exper. 12, 28"2 (1956). 
5 E, KELLENBERGER et A. RYTER, Exper. m~me fascicule. 
s Nous remereions vivement le Prof. E. HEITZ et le Dr. G. TURIAN 

qui ont fourni ce materiel v6gftat. 
? I~, KELLENBERGER et A. RYTER, Sehw, Z. Path, Bakt, 18, I122 

(1955). 

T h e  I n c o r p o r a t i o n  of C a r b o n  Labe l l ed  
P r e c u r s o r s  in to  the  N u c l e i c  A c i d s  of  Var ious  

T i s s u e s  in the  Intac t  Rabbi t  

W e  h a v e  p r e v i o u s l y  de sc r ibed  t h e  p a t t e r n  of incorpo-  
r a t i o n  of 3zp i n t o  t h e  nuc le ic  ac ids  of r a b b i t  t i s sues  in  
vivo 1. Since  m o s t  p r e v i o u s  s t u d i e s  on  t h e  i n c o r p o r a t i o n  
of c a r b o n  l abe l l ed  p r e c u r s o r s  i n t o  t h e  nuc le ic  ac ids  of the  
i n t a c t  a n i m a l  h a v e  b e e n  r e s t r i c t e d  t o  o n l y  a few t issues 
(for r ev i ews  see BROWN ~ a n d  SMELLIE3), We h a v e  now 
e x a m i n e d  t h e  p a t t e r n  ol i n c o r p o r a t i o n  of c a r b o n  label led 
f o r m a t e ,  a d e n i n e  a n d  g tyc ine  i n t o  a ser ies  of r a b b i t  
t i ssues .  F o r  r ea sons  of expense ,  t h e  e x p e r i m e n t s  were 
l i m i t ed  to  a sma l l  n u m b e r  of a n i m a l s  a n d  t o  a single 
i n c o r p o r a t i o n  t i m e  (2 h).  

F e m a l e  a l b i n o  r a b b i t s  ( a b o u t  1500 g) r ece ived  1 mc of 
t h e  l abe l led  p r e c u r s o r  ( l aC- formate ,  N a  sal t ,  or  (2-14C)- 
g lyc ine  or  (8-14C)-adenine s u l p h a t e )  b y  i n t r a m u s c u l a r  
i n j e c t i o n  a n d  t h e  t i s sues  were  w o r k e d  u p  to  y ie ld  deoxy- 
r i bonuc l e i c  ac id  (DNA),  c y t o p l a s m i c  r i b o n u c l e i c  acid 
( cRNA)  a n d  n u c l e a r  R N A  ( n R N A )  as d e s c r i b e d  by  
SMELI.I~: el al. 1. T h e  c o n s t i t u e n t  b a s e s  a f t e r  hydro lys i s  
w i t h  12 N HC104 a t  100 ° for  1 h (WYATT ~) were  sepa ra t -  
ed b y  c h r o m a t o g r a p h y ,  u s ing  i sopropanol -HC15 as 
d e s c e n d i n g  s o l v e n t  a n d  b u t a n o l  a m m o n i a  s as  a scend ing  
so lven t .  T h e  bases  were  e l u t e d  a n d  q u a n t i t a t i v e l y  es t im- 
a t e d  as d e s c r i b e d  b y  CROSBIE et a l5  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  
d e t e r m i n e d .  

W i d e  v a r i a t i o n s  were  f o u n d  in  d i f f e r e n t  a n i m a l s  bu t  
T a b l e  I shows  some  t y p i c a l  r e s u l t s  for  t h e  p u r i n e s  and  
t h y m i n e .  I n c o r p o r a t i o n  i n t o  o t h e r  p y r i m i d i n e s  was 
negl igible .  T h e  p a t t e r n  for  D N A  fol lows t h a t  f o u n d  wi th  
3~p, specif ic  a c t i v i t i e s  b e i n g  h i g h  in  s u c h  t i s sues  as ap- 
p e n d i x  a n d  b o n e  m a r r o w  in w h i c h  ce l lu la r  p ro l i f e ra t ion  

1 R. M. S. SMELLIE, G. F. HUMPHREY, E. R. M. KAY, and J. N. 
DAVIDSON, Biochem. J. 60, 177 (1955). 

G, B. BRows and P, M. ROLL, Chapter ~5, in The Nucleic Acids 
(edited by E. CHARGAFF and J. N. DAvIDsoN, New York Academic 
Press). 

3 R. M. S. S.~IELLIE, Chapter ~6, ia The Nucleic Acids (edited by 
E. CHARGAFF and J, N. DAVIDSON, New York Academic Press). 

4 G. R. WYATT, J. gen. Physiol. 36, 201 {1952). 
5 G. R. WYATT, Biochem. J. 48, 584 (1951). 

W. S. MAcNUTT, Biochcm. J. 50, 381 (195~). 
7 G. W. CRos~m, R. M. S. S~ELLIE, and J. N. DAVIDSON, Bio- 
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