15, VITL 1957)

RBEK dem Influenzavirus gegeniiber!, das in folgender
Weise gedeutet wird: die JO,-Tonen oxydieren die
Glykolbindungen im Mucin, oeder Mucoproteid der RBK
nach der von Maraprrane? beschriebenen Reaktion, wo-
durch der Mucinase das Substrat entzogen wird; die
spontane Elution des Virus ist daher gehemmt, die RBK
bleiben agglutiniert.

Diese Ansicht wurde von mehreren Seiten einer funda-
mentalen Kritikunterzogen® und auch BURNET dusserte?
auf Grund der an submaxillaremm Mucin und an Harn-
mucin erhaltenen Daten GoTTSCHALKS® jene Meinung,
dass der der Virushdmagglutination zugrundeliegende
biochemische Vorgang nicht einer Mucinasc-, wohl aber
einer Amidasewirkung entspricht. Demnach sollte die
vom Virus verursachte Verinderung an den zur Zeit
ebenfalls hypothetischen Amidbindungen des Substrats
entstehen. Ferncr sei erwahnt, dass nach neucren An-
gaben von KLENK ¢f al.8 das Influenzavirus aus Harn-
mucin Neuraminsidure freisetzt. Dicselbe Forscher-
gruppe konnte in den Stromata der RBK einiger Tier-
arten die Anwesenheit von Neuraminsdure nachweisen?.
Schliesslich wurde auf Grund von serologischen Unter-
suchungen in Frage gestellt, ob das Substrat der JO,-
Ionenwirkung liberhaupt der Virusrezeptor der RBK ist®.

Durch alle diese Angaben wird die Bedeutung der
JO,-behandelten RBK hinsichtlich der Erklirung der
Virushamagglutination bzw. Elution in ein neues Licht
gerickt.

Die Richtigkeit der Annahme, dass der Rezeptor der
RBK der JO,-Oxydation direkt zugangliche Glykol-
bindungen enthalt, deren OH-Gruppen das JO,-Ion zu
Aldehydgruppen oxydiert, kann unmittelbar experi-
mentell gepriift werden, Nach HorcHxkiss® und McMa-
xus!® beruht ndmlich der histochemische Nachweis des
Mucins eben auf jener JO,-Reaktion, auf Grund welcher
der Virusrezeptor der RBK fiir Mucin oder fiir Muco-
proteid gehalten wird., Wenn also die RBK auf ihrer
Oberfliche durch JO,-Ionen oxydierbare, freie Glykol-
gruppen enthalten, so miissen dicse mit Hilfe des Mc-
Manusschen Verfahrens nachweisbar sein.

Zu diesem Zwecke wurden sowohl in Alkoholddmpfen
fixierte Ausstriche menschlicher, bzw. Schafs-RBI als
auch Schnitte von in Paraffin cingebettetem Blut-
gerinnsel nach der Methode von McManus gefdrbt, chne
Anwendung einer nachtriglichen Kontrastfirbung. Die
Priparate wurden 30 min bzw. 24 h lang!' mit einer
0,5%igen K JO,-Losung (die zwecks vollstindiger Lo-
sung mit 109%iger HCI angesiuert wurde) behandelt.
Zur Kontrolle des Schiffschen Reagenten dienten gleich-
zeitig hergestellte und in derselben Weise behandelte
Schnitte von in Paraffin eingebetteten, neugeborenen

L G. K. Higrst, J. exp. Med. 87, 301 (1948).

? L. Mavaprang, Bull. Soc. chim. France #3, 653 (1928); 7, 833
{1934).

3 WU F. Gosser, P. E. Ourtexky und AL C. Saenz, J. oxp. Med.
47, 445 (1948). — D. J. Baver, The nature of virus mulliplication
{Univ, Press, Cambridge 1953), p. 34,

4 F. M. BurnET, Dtsch, med. Wschr. 79, 737 (1954).

5 A. GortscHaLk und P, E. Linp, Nature 164, 232 {19449); 167,
#i5 (1851); 172, 808 (1953}, — A. GorrscHalk, Yale J. bioll Med.
26, 352 (1954).

8 ¥, KLENK, H. Faiczaro und H. Leverriep, Hoprpe-Sevlers Z.
an1, 235 (1955).

7 I, Kienk und H. Worter, Hoppe-Sevlers Z. 2»1, 259 {1952). —
E. Kuenk und W. StoFreL, Hoppe-Seylers Z. 303, 78 (1956},

8 1. SzkxaAcs, Exper. 13, 108 (1957).

9 R. D. Horcuxkiss, Arch. Biochem, 16, 131 {1948).

10 1 F. A. McMaxus, Nature 158, 202 (1946). —~ 1. F. A, McMa-
svsund J. E. Casonw, J. exp. Med. 97, 651 (1950).

N J. F. Luorka, Nature 171, 1123 (1953).
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Méusen mit dem Unterschied, dass bei diesen Priapara-
ten auch die McManussche Acetylierungsreaktion durch-
gefithrt wurde.

Die Farbstoffkontrolle fiel in jedem Falle positiv aus.
Gleichzeitig konnte bei der mikroskopischen Unter-
suchung in den RBK-Priaparaten, von der histologischen
Bearbeitung und der Zeitdauer der Behandlung unab-
hidngig, keine fir Mucin, bzw. Mucoproteid charakte-
ristische, der positiven Schiffreaktion entsprechende
karminrote Verfirbung beobachtet werden. Die Farbe
der RBK war im allgemeinen blasser als die Farbe der
nativen RBK und zeigte einen etwas graulichen Anflug.

Zur Bewertung dieser Angaben mochte ich erwdhnen,
dass nach meinen spidter mitzuteilenden, polarographisch
ermittelten Daten der Gehalt der durch JOglonen
oxydierbaren Substanzen in den RBK um wmehrere
Grossenordnungen hoher ist als dic histochemisch nach-
weisbare Menge derselben Substanzen. Die serologische
und histochemische Nachweisbarkeit ist dagegen, be-
kannterweise, von etwa derselben Gréssenordnung. Es
kann daher mit Recht behauptet werden, dass die RBK
und folglich auch der Rezeptor der RBK keine freie
Glykol- oder primire Aminoalkoholgruppen besitzt, die
durch JO,-lonen zu Aldehyd oxydierbar sind. Diese
Reaktion kann also kaum den chemischen Mechanismus
der Verdnderungen darstellen, die die JO,-behandelten
RBK dem Influenzavirus gegeniiber aufweisen.

Diese Arbeit wurde mit Unterstittzung der Ungarischen Akademwice
der Wissenschaften durchgefithrt.

Fur die technische Mitarbeit spreche ich IFrau Erisapern VARGA
meinen besten Dank aus,

1. Sziikdcs

Abtetlumg fiiv Vieusforschung, Staatliches Institut fiir
Volksgesundhettswesen, Budapest (Ungarn), den 10. A pril
1657,

Summary

The presence of groups directly oxydizable {o alde-
hyde by means of 10;-ions could not be proved histo-
chemically in erythrocytes.

Détection cytochimique de P’acide ribonucléique
dans les chromosphéres pré- et post-meéiotiques
des sporanges de résistance d’ Allomyces

Nous avons démontré cytochimiquement (tests ribo-
nucléase, acide perchlorique, etc.) que le corps para-
nucléaire des gamétes et planozygotes d' dllomyces re-
présente une accumulation cytoplasmique d’acide ri-
bonucléique associé 4 des protéines sulfhydriléest. Le
corps paranucléaire des zoospores issues des zoosporanges
(phase sporophytique du développement) présente les
mémes réactions cytochimiques que les gametes.

Lors de leurs belles recherches sur la méiose chez
Allomyces, EMERsON et WILsoN? et WiLson? avaient
observé Papparition de chromosphéres transitoires
précédant la prophase méiotique et de chromospheres
emboitant les noyaux pust-méiotiques dans les sporanges
de résistance de ce champignon. Ces chromosphéres, de
nature inconnue, étaient fortement colorées par Vorcéine
acétique.

1 G. Turian, C. r. Acad. Sci. 240, 2313 (19HD); Protoplasma 47,
135 (1uB6).

2 R, Exrrson et Cu. M. WiLsox, Science 174, 86 (1949),

3 Cu. M. \WiLson, Bull. Torrey Bot, Club 79, 139 (1452).
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 ExPERIENTIA VorL. X1/

Chromosphéres pré-méiotiques dans les protoplastes de sporavges de résistance immatures " Allomyees macrogynus Em. A droite, pré-

paration téwwoin, & gauche, préparation traitée 2 la ribonucléase (1 h & 557}, Coloration au blenr de toluidine acétigue.

Nous avons retrouvé ces figures dans les sporanges de
résistance A’ Allomyces macrogynus Em. (ex. 4. javanicus
Kniep). Leur forte basophilie (bleu de toluidine, pyro-
nine) nous a incité a les soumettre aux tests de détection
cvtochimique de acide ribonucléique.

a) Chrommosphérves pré-méiotiques. Des sporanges de
résistance agés de 15 a 18 jours (sur milieu amidon-
extrait de levure selon 'MERsON?*) ont été écrasés entre
lame et lamelle, dans une petite goutte d'eau, afin de
rompre leur membrane chitineuse et d’expulser leur
contenu protoplasmique entouré d'une fine membrane
(protoplaste). Unc fixation de 30 min a Valcool-formol
109, (1:1), sur lame, a toujours précédé les colorations
ou les réactions cvtochimiques. L’immersion des proto-
plastes dans les acides trichloracétique (102, 1 h a 407),
perchlorique (109, 1 h & 20°) ou chlorhydrique (HCI N,
1 nuit), suivie d’un rapide lavage a U'eau distillée et d’une
coloration au bleu de toluidine (107%) acétique (19%) a
clairement montré que sculs les témoins non traités aux
acides présentent de belles chromosphéres bleu violacé,

L’immersion des protoplastes, aprés méme fixation a
I'alcool-formol, dans wune solution de ribonucléase
(Worthington Ltd, «protease-free», 1 mg/ml H,O dist.),
a 53° pendant 1 h et 2 h, a conduit au méme résultat
(Figure).

b) Chromosphéves post-méinliques. Tes sporanges de
résistance sont 4gés de plus d’un mois (durée minimum
nécessaire a la maturation, c’est-a-dire résorption des
sphéres pré-méiotiques et apparition des gros noyaux en
prophase de méiose 1 selon WirLson?). 1ls sont aban-
donnés 2 &4 3 h dans une goutte d’eaun distillée déposée
sur lame, en chambre humide, a 25°. Ce délal est suffisant
pour la germination des sporanges de résistance laquelle
comprend, dans Vordre chronologique, la méiose, Uap-
parition des chromosphéres post-méiotiques et enfin la
cytocinése conduisant 3 la libération des zoospores
sréduitesy.
Palcool-formol (30 min) et soumises & la digestion par la

% R. Emersox et D, L. Fox, Proc. Royv. Soc. London (B) 124,

Ces cellules mobiles sont fixées sur lame a

RO S5A

solution de ribonucléase (1 ¢t 2h a 55%). Aprés 1 h d'in-
cubation, les chromosphéres post-méiotiques ou corps
paranucléaires des zoospores ne sont d¢ji plus colorables
par les colorants basiques tels que bleu de toluidine ou
pyronine.

LLa méme réaction ribonucléasique, appliquée aux
protoplastes libérés par les sporanges de résistance
écrasés pen avant libération des zoospores (115 a 2 h
dans Veau) a donné le méme résultat, 4 savoir perte dela
basophilie, avec les chromosphéres post-méiotiques non
encore organisées en corps paranucléaires autour des
novaux des futures zoospores.

Les chromosphéres pré-méiotiques et les chromos-
phéres post-méiotiques ou corps paranucléaires des
zoospores de réduction représentent donc, a Iinstar des
corps paranucléaires gamétiques, des organites cyvto-
plasmiques transitoires riches en acide ribonucléique.
Soulignons ici que la présence de ces organites cst tou-
jours en relation avee le repos nucléaire. Ils sont rapide-
ment résorbés — avec extension corrélative de la bas-
philie & U'ensemble du cytoplasme® — lors de la reprise des
activités mitotiques ou méiotiques.

Notons aussi que MacHLIS et Oss1a® avaient observe
que la résorption des chromospheéres pré-méiotiques est
activée par l'acide-pg-indolylacétique. Maintenant que la
nature ribonucléique de ces organites est précisée, il est
possible de mettre en paralléle ce travail avee nos ré-
centes observations concernant Vactivation par Yacide
p-indolylacétique de la résorption des corps paranucié-
aires fusionnés dans les zyvgotes d’Allown: yces en voie de
germination®.

Nous associons dans nos remerciements M. le Prof. F. Chova
pour ses conseils et lc Fonds national suisse de la Recherche scicnt
fique pour son appui financier.

G. Turuay

Institut de Botanigue géndrale, Université de Gendre, It
135 avril 1957.

5 G. Turiaxn, Exper. 12, 24 (1456).
& L. Macuus et B, Ossia, Amer. ], Bot. 44, 465 (1953).
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Sunumary

Premeiotic chromospheres in the immature resistant
sporangia {RS) of Allomyces lose their basophily after
treatment with trichloracetic acid, perchloric acid or
ribonuclease,

Postmeiotic chromospheres in the mature RS, be-
coming the nuclear caps of the ‘reduced’ zoospores, do
not stain with toluidine blue or pyronine after ribonu-
clease digestion.

It is concluded that, as gametic and zoosporic nuclear
caps, pre- and postmeiotic chromospheres are transitory
cytoplasmic organites rich in RNA.

L-Colony Production by Salmonelleae Isolated
from the Mouse

It is well known that bacteria freshly isolated from
the animal organism produce L-forms more easily than
bacteria from old laboratory cultures (Dienest, Tu-
LasxE?; CArRRERE and Roux?®; Haubpurov?). Previous
investigations showed that using the double layer in-
aculation method, L-colonies are produced even with
not very high penicillin doses, and in a larger number
than when applying a surface inoculation only.

Ve have now investigated the L-colony production
by 20 strains of Salmonella from old laboratory cultures
both with surface and double layer inoculation. The
strains which did not produce L-colonies were inoculated
in the mouse and then isolated, in order to study the
L-colony production after animal passage.

Matevial and wmethod.—20 Salmonella strains were
employed, Salmonella typhosa (ZoPF) n. 57 and 58; type
Aberdeen n. 90 and type Hyvittingfoos n. 95 from the
‘International Center of Salmounella, Copenbagen’; Salm.
typhosa {ZopF) n. 501, 571, 574, 592, 640, 1895, 650-1,
650, 652, Salm. parvatyphi (KAYSER) n. 617, Salm. schoitt-
muelleri (WinsLow) 651, 676 and 679 from the ‘Istituto
Sieroterapico Italiano’; Safm. Verey, 240 and 168 {Prof.
TurasNE).

Media.—1-19, Difco Heart Infusion Agar containing
209, horse serum and 5000 U/ml G sodium penicillin
(LEo). Difco Brain Heart Infusion. Synthetic medium
containing in one liter: K,HPO, 9g, KH,PO, 1 g,
CH,CHOHCOONa 20 g, Mg SO,-7 H,0 0-08 g, NaCl
0-004 g, FeS0,~7 H,O 0:004 g, MnSO,-4 H,0 0016 g,
nicotic acid 0-001 g, Casamino acids vitamin free 5 g,
agar 11 g5,

Baciervia inoculation to—and isolation from—the mouse.
Production of L-colonies.—0-5 ml of a bacterial suspension
with constant density from a 24 h culture, is inoculated
into the mouse peritoneum. After 8 h, the bacteria are
isolated from the peritoncum and inoculated in 5 ml of
broth. After 24 h, the bacterial cultures are inoculated
into solid medinm, on the surface and in double layer,
for L-colony production.

Results. —The results showing the L-colony production
by surface and double layer inoculation in natural and

1 L. Diexes, H. J. WeEINBERGER, and S. Maporr, J. Bact. 34,
755 {1950).

? R. Turasng, Rev. Immunel. 75, 223 (1951},

3 L. CarrEre and J. Roux, Montpellier méd. 47, 405 {1953).

* P, Haupvuroy, Pr. méd. 63, 1079 (1953).

5 For the development of Salm. 58, 610, 1895, 650, 501, and 652
03 ¢/l of tryptophane have been added.
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L-colonies produced by Salmonelleae from laboratory cultures and
after animal monse passage. Surface and double Iayer inoculation in
natural and synthetie medium. Penicillin 5000 U/l

Natural medium Synthetic medium
Laboratory Mouse Laboratory Mouse
Salimonella strains strains strains strains
strains
sur- |double| sur- [double| sur- [double] sur- [double
face | layer [ face | layer | face | laver | face | layer
57 - - - S
58 - -- - ~ - - -
501 - - - -
571 - L. :
574 - -- - .- - ~ --
5302 -- -~ - - - . -
H40 - - — - . - - -
18935 - .- - - - -
650-1 - - . 1. . -
630 - - -~ 1. - - -
652 - -~ ~ L - - - -
VEVEY - - - L L. L L L
240 - 1. - I. - L. - L.
168 - 1. - f. - [. - L.
00 -- - - 1. 1. L L. 1
95 - 1. -~ 1. 1. 1. 1 L
617 — - - - - .- - -
651 — - - i. 1. I. L I
676 - - i . b L i.
679 - L - I L I. L I.

1. means the experiments where L-colony production occutred,

in synthetic medium of bacteria from old laboratory
cultures and after animal passage are illustrated in the
Table.

Discussion and conclusions. —Our findings confirm the
previous resulls on the importance of a recent isolation
{or the production of L-forms. We found that on natural
media, L-colonics are produced in 4 laboratory strains
out of 20 (209,) and in 12 strains isolated from the mouse
out of 20 {60%).

The importance of the medium composition appears
from cxperiments performed on synthetic medium
where l.-colonies were formed with surface inoculation
and L-colonies were produced by a higher number of
laboratory strains with the double layer inoculation.

As for the importance of the inoculation technique,
it was observed that bacteria from old laboratory cul-
tures, which do not produce L-colonies in cases of sur-
face inoculation in natural media, produce them with
double layer inoculation. The findings obtained with the
double layer method are constant and reproducible and
the L-colonies are transplantable on media having the
same composition. The mechanism by which L-colonies
are produced when using double laver inoculation, is
undetermined.

. De Grecorro and T. TERRANOVA

Institute of geneval Pathology, University of Tuvin, Italy,
March 3, 1957,
Riassunto

Si & studiata la produzione di colonie L da 20 ceppi di
Salmonelieae di laboratorio e dagli stessi ceppi dopo
passaggio nel topino.



