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9% inhibition of oxidative phosphorylation { #—#) and of cytochrome
oxidase activity {#—A) of rat liver mitochondria caused by varying
amounts of sea water. Technical details as described in the text.

Vergleichende Elektronenmikroskopie reiner
DNS und der DNS des Bakteriennukleoids

Die Diskussion um die Existenz eines Bakterienkernes
und dessen Struktur war schon lange vor den ersten
erfolgreichen Ultradiinnschnitten! #usserst rege?-4. Die
Frage nach der makromolekularen Ultrastruktur erfuhr
durch die recht wverschiedenartigen Ergebnisse und
Schlussfolgerungen der einzelnen elektronenoptisch arbei-
tenden Laboratorien eine neue Belebung®s,

Fasst man die stark divergierenden Hypothesen und
Deutungen der Befunde in zwei Gruppen zusammen, so
stehen Ansichten, in Anlehnung an die Chromosomen-
strukturen hoherer Organismen, iiber ein oder mehrere
kompakte Bakterienchromosomen, die in einem elek-
tronenoptisch nicht darstellbaren «Kernsait» schwimmen
sollen?-? und zum Teil als recht komplexe «Grofischrau-
ben» (GIESBRECHT?®) gedeutet werden, diametral den
Befunden und Hypothesen der zweiten Gruppe gegen-
iiber1%. KELLENBERGER et al. zeigen, dass unter bestimm-
ten definierten Fixierungsbedingungen eine von keiner
Membran begrenzte, mit homogenem, feinem DN S-Plasma
ausgefiillte Kernvakuole beobachtet werden kann. Ab-
weichungen von diesen Bedingungen fithren zu elektronen-
optisch dichten Ko6rpern, die von den Autoren als Koagu-
late betrachtet werden. Argumente fiir diese Folgerungen
waren jedoch indirekter Natur?®,

Brevi comunicazioni — Brief Reports

391

kynase or of glucose-6-phosphate (G-6-P)-dehydrogenase
used in the determination of the esterified P, was ruled
out.

When working with homogenates of sea urchin eggs,
therefore, it appears important to be able to check the
amount of contaminating sea water. We have found that
the most convenient way to do this is the estimation of
Nat. It is known in fact that the Nat content of sea
urchin® and starfish egg* is very small, the prevailing ion
being K*. Therefore, from the estimate of Nat in any
preparation, the amount of sea water present can be
calculated quite accurately. In our practice Nat has been
determined by flame-photometry.

Our test system consisted of a preparation of rat liver
mitochondria; cytochrome oxidase has been estimated
manometrically as described by MaGGio and MoNrov!?
and esterified P was determined enzymatically as G-6-P
by the use of the dehydrogenase?.

Riassunto. Piccole quantitd di acqua di mare causano
una forte inibizione della fosforilazione ossidativa, mentre
P’effetto sulla attivitd citocromossidasica & piuttosto
modesto. L'ione responsabile di questo effetto & il Calcio.

Franca AieLLo and RacHELE MacaGlio

Laboratory of Comparative Anatomy, The University of
Palermo (Italy), April 28, 19617.
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5 This work has been supported in part by a grant of the National
Institute of Health, U.S, Public Health Service (RG-6211) to the
Laboratory of Comparative Anatomy.

Das Problem kann jedoch unmittelbar angegriffen
werden, wenn gezeigt werden kann, dass reine DNS sich
gegeniiber den Fixierungsbedingungen gleich oder dhnlich
verhiilt wie das DN S-haltige Plasma des Bakterienkernes.
Soll reine DNS oder die Bakterien-DNS im Nukleoid im
Diinnschnitt dargestellt werden, so ist zu bedenken, dass
erst nach einer Fixierung und Dehydratisierung in tibli-
chen Einbettungsmitteln eingebettet werden kann. Was
ist bei diesen Vorgingen zu erwarten ? Die DNS ist physi-
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3 G. Pierarski, Erg. Hyg. Bakteriol. Immunitétsf. exp, Therap. 26,
333 {1949).
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5 A. Ryter und E. KELLENBERGER, Z. Naturforschung 13b, 597
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kalisch-chemisch ein Kolloid mit den Eigenschaften hoch-
polymerer mehrbasischer Sdurent’-!?, Wird nun ein lyo-
philes Kolloid durch Mischen mit Alkohol oder Aceton
entwissert, so werden mit abnehmendem Wassergehalt
mehr und mehr die das Kolloid stabil erhaltenden La-
dungen entfernt. Schliesslich bricht das Kolloid zu-
sammen, es fdllt aus. Wir geben im Folgenden einige
Resultate wieder, die im Rahmen von Untersuchungen
iiber den Mechanismus der Fixierung erhaiten wurden.

Material und Methode. Eschevichia coli B, geziichtet in
aminosdurefreiem synthetischem Milieu M 95, Kulturen
beliiftet. — Fixierungslosungen: 1prozentige OsO,-Ldsung
in Veronalazetat-Michaelis-Puffer pH 6,2 oder pH 7,2,
jeweils mit oder ohne Cat++ in Form von CaCl,. — Versen-
Losung (Dinatrium-ethylen-diamintetrazetat), 0,25 molar
in Veronalazetat-Michaelis-Puffer ohne Cat+. — DNS-
Priaparate: (1) Priparat aus Forellensperma, Dr. ZARN,
Institut fiir vegetative Physiologie der Johann-Wolfgang-
Goethe-Universitdt zu Frankfurt!® (2} DNA highly poly-
merized der Nutritional Biochemicals Corporation Cleve-
land, Ontario, USA. (3) DNS aus Kalbsthymus nach der
Guanidinmetiaode, Institut fir Virusforschung, Heidel-
berg. — Dialysiermembran: einfaches Haushaltszellophan
«Zellopak». — Veronalagar als Umhiillungsmittel: 3pro-
zentiger Difco-Pulver-Agar in Michaelis-Veronalacetat-
Puffer pH 6,2 oder pH 7,2, Nach Erhitzen auf 100° ab-
gekiihlt auf 45°, behilt er eine gewisse Zeit seine fliissige
Phase bei. Bakterien und DN$S werden bei 45° ein-
gemischt. Nach Erstarrung der Mischung konnen die
Blocke der iiblichen Form (*/, mm Kantenlidnge) geschnit-
ten werden. — Kunststoffeinbettung in Vestopal W5, —
Mikrotom: Ultrotome der LKB-Producter Stockholm,
mit Glasmessern ausgeriistet. — Mikroskop: Siemens El-
miskop I, 60 kV, Kondensor I+ II, Kondensorblende
200 p, Strahlenverkleinerung auf 3 y, Objektivapertur-
blende 30 p, Aufnahmen auf Typonfilm FCK.

Kesultate. Umhiillt man reine DN S alshochviskéses farb-
loses Kolloid, geltst in Veronalazetat-Michaelis-Puffer, in
Mengen von-0,05-0,01 ml mit einer Dialysiermembran, so
bildet man damit, bildlich gesprochen, einen «kiinstlichen
Kern». Diesen kiinstlichen Kern unterwarfen wir den
gleichen Fixations- und Dehydratisierungsbedingungen,
die fiir die Bakterien gelten, und erhielten fiir die Fixa-
tionsbedingung pH 6,2, Anwesenheit von Cat+, mit oder

Fig. 1. DNS, von Dialysiermembran umhiillt, OsD-Fixierung bei
Anwesenheit von Ca** im Fixans, pH 6,2. Feinfadige Strukturen,
25-60 AE messend, Vergr. 41000:1,

Bréves communications - Kurze Mitteilungen

ExpErIENTIA XVII/9

ohne nachfolgende 2stiindige «Waschung» mit Uranyl-
azetat® im Diinnschnitt ein feinfidiges Bild einer nur
schwach koagulierten DNS mit Fiden von 25-60 AE im
Durchmesser (Figur 1). Fixierten wir bei einem pH von 7,2
und entfernten wir restliche Cat*+ durch eine Versen-
Waschung, so zeigten die Diinnschnitte grob koagulierte,
recht kompakte Strukturen der DNS, wie in Figur 2 er-
kennbar. Wir gingen nun einen Schritt weiter und fixierten
reine viskose DNS zusammen mit Bakterien. Um das
Kolloid der reinen DNS zusammen mit den mechanisch
stabilen Bakterienzellen fixieren zu kénnen, mussten aus
der logarithmischen Wachstumsphase abzentrifugierte
Bakterien als Sediment zusammen mit viskds-dick{liissiger
reiner DNS mit dem elektronenoptisch kontrastlosen Um-
hiillungskolloid Agar-Agar vermischt werden. Die Agar-
blécke wurden in iiblicher Weise iiber Nacht in der Fixa-
tionslosung belassen, danach entweder sofort in der
Acetonreihe dehydratisiert oder zuvor noch mit Uranyl-
azetat oder Versenlosung 2 h gewaschen. Danach Ent-
wisserung und Vestopaleinbettung wie iiblich. Die Diinn-
schnitte zeigen hier entsprechend dem pH-Wert der Fixa-
tionslosung und entsprechend der Nachbehandlung in der
Kernvakuole der Bakterien wie ausserhalb der Bakterien-
zellen die simultan entwisserte DNS in dusserst dhnlicher
Struktur, sowohl im Hinblick auf den Fadendurchmesser
wie auch auf die Anordnung der Fadengruppen. Figur 3
zeigt den Aspekt einer feinfidigen DNS, intrazellulir wie
auch extrazelluldr, mit Fadendurchmesser von 25-60 AE,
Figur 4 einen Ausschnitt von Figur 3, hher vergréssert.
Dieses Ergebnis konnten wir bei jeder Fixationsreihe
erhalten, sofern wir bei einem pH von 6,2 mit Ca*+ in der
Fixierlosung arbeiteten oder anschliessend mit Uranyl-
azetat das DNS-Kolloid stabilisierten. In diesem Fall ist
die Anwesenheit von Cat* nicht erforderlich. Fixierten
wir bei pH 6,2 oder 7,2, entfernten wir alle Ca-Ionen durch
Versen und verzichteten auf eine nachfolgende Uranyl-
azetatbehandlung, so ergaben sich grobkoagulierte DNS-

it K. H. MEYER, Natural and Synthetic High Polymers {Interscience
Publishers Ltd., London 1950), p. 255.

12 15, Cuarcarr und 1. N. Davipson, The Nucleic Acids (Academic
Press Inc., London 19€0), vol. I1I, p. 15.

8 Fiir Uberlassung eines reinen DNS-Praparates aus Forellensperma
sind wir Herrn Dr. Zaun sehr zu Dank verpflichtet.

Fig. 2. DNS, von Dialysiermembran umhiillt, OsO,-Fixierung, keine
Ca*t* im Fixans, anschliessend 2stiindige Versen-Behandlung. Grob
koagulierte Strukturen. Vergr, 420060 1.
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Strukturen in vielgestaltiger, mehr oder weniger kom-
pakter Form, wobei wiederum die Bakterien-DNS in der
Kernvakuole wie auch die reine DNS ausserhalb der
Bakterienzellen sehr &dhnliche Konfigurationen zeigten
{Figuren 5 und 6).

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dass sich bei glei-
chen Priparationsbedingungen reine DNS-Kolloide ver-
schiedenster Herkunft (Forellensperma, Kalbsthymus}
vollig gleich verhalten in ihrer Antwort auf die prdpara-
tiven Eingriffe wie die DNS in der Kernvakuole der Bak-
terien. Das feinfddige Bild der DNS, wie es Figur 1, 3 und
4 zeigen, entspricht einigermassen dem, was man sich
unter einer kolloidalen Losung vorstellt. Dagegen wird
doch sicherlich der Aspekt in Figur 2, aber auch in Figur 5
und Figur 6 wohl von jedermann als eine Koagulation an-
gesprochen.

Es muss sich die Bakterien-DNS des Nukleoids in einem
physikalisch-chemischen Zustand befinden, der nicht weit
entfernt sein kann von demjenigen reiner DNS. Ob und in
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welcher I'orm an die DNS gebundene Histone und Prot-
amine das Resultat becinflussen, wird gegenwartig unter-
sucht. Auf den Organisationszustand der Bakterien-DNS
kann hier nicht im einzelnen eingegangen werden. In der
Mehrzahl der Fille erscheint das feinfadige DNS-Plasma
biindelférmig angeordnet®1415 Auf Grund dieser und
zahlreicher weiterer Beobachtungen wurde ein Modell des
Bakterienchromosoms entwickelt!®, das sowohl den gene-
tischen wie auch den physikalischen und morphologischen
Befunden gerecht wird. Es ist daraus ersichtlich, dass es
nicht notwendig ist, die komplexe Organisation héherer
Chromosomen auf die Bakterien zu iibertragen. Dennoch
ist das Modell nicht als endgiiltig zu betrachten, da zum
Beispicl zum gegenwirtigen Zeitpunkt die I'rage nach der

1AW, van Irerson und €. F. Rosmvow, ], biophys, biochem. Cytol.
9, 171 {1961).

I A, M. Graverr, I, M. Briecer und J. M. Avven, Exp. Cell Res.
22,73 (1961).

Fig. 3. E.coli B, zusammen mit reiner DNS von Agar-Agar umhiillt.

0Os0,-Fixierung bei Anwesenheit von Ca** im Fixans. Aspekt einer

feinfiadigen (nur schwach koagulierten) intra- und extrazelluliren
DNS, Fadendurchmesser 25-60 AL, Vergr. 41000: 1.

Fig. 5. E.coli B, zusammen mit reiner DNS von Agar-Agar umbhiillt.
0s0Oy4-Fixierung ohne Cat**, Versen-Behandlung. Grobkoagulierte
Strukturen, dusserst ihnliche Konfigurationen. Vergr. 42000: 1.

Fig. 4. Ausschnittvergrosserung von Figur 3. Vergr. 85000: 1.

Fig. 6. E. coli B, gleiche Fixationsverhilltnisse wie Figur 5. Man
beachte die typischen Koagulationsstrukturen mit einer optisch fast

leeren Innenzone. Extrazellulir wie intrazelluliiv gleiches Verhalten

der DNS Vergr, 42000: L,
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Linge des DNS-Molekiils noch nicht beantwortet werden
kann. Aus diesen Beobachtungen, zusammen mit fritheren
und anderen noch nicht mitgeteilten, ergibt sich, dass die
Osmiumfixierung noch nicht das DNS-Kolloid oder das
DNS-Plasma «fixiert» im Sinne einer Verfestigung, son-
dern gewissermassen die Weiche stellt fiir die Vorgange, die
spater bei der Entwisserung stattfinden. Es wurde von
KELLENBERGER® die Forderung aufgestellt, dass das
DNS$-Kolloid so vorzubehandeln sei, dass bei der Dehydra-
tisierung Vernetzungen entstehen. Dadurch geliert das
Kolloid zuerst, was zur Folge hat, dass die nachfolgende
Koagulation, beziehungsweise das Aneinanderlagern der
Fadenmolekiile auf ein Minimum beschrinkt werden
kann.

Zusidtzliche Einzelheiten dieser Arbeiten und nach-
folgende Diskussionen der Resultate werden an anderer
Stelle mitgeteilt werden?”.

Summary. The behaviour of pure isolated DNA towards
the conditions of fixation and dehydration—prior to ultra-
thin sectioning—has been studied and compared with

‘Pitfalls’ in Immune Electron Microscopy

Immune electron microscopy! is an extension of
immunofluorescence? at the subcellular level. Not only
have many of the problems of immunofluorescence been
inherited, but it has become apparent that other problems
exist. Some of the problems encountered are presented.
It is hoped that other problems can be predicted early in
the development of the technique, to provide a more
orderly and realistic approach than was encountered in
immunofluorescence.

Methods and Results. Fixation. Unfixed and 109,
formalin-fixed chorioallantoic membrane and normal
mouse liver, kidney, heart, and spleen were treated with
an immune Staphylococcus aureus ferritin conjugate?® for
1 h; the treated material was then thoroughly washed and
the unfixed material fixed in 10%, formalin. The specimens
were embedded in paraffin and 4u-sections stained with
Gomori’s iron stain? As demonstrated by the iron stain,
the tissues fixed prior to treatment with the immune con-
jugate exhibited a marked diminution of ferritin as com-
pared with the tissues fixed subsequent to treatment with
the conjugate.

Treatment on Copper Grids. Bacterial, viral, and
mycotic agents were fixed in 109 formalin and drops
placed on formvar and carbon covered gridst. The grids
were air-dried, specific immune conjugate applied, then
washed several times in deionized water. Electron micro-
scopy revealed that even the most thorough washing
failed to remove all of the ferritin conjugate not bound by
the immune reaction.

Non-specific Reactions. Horse spleen ferritin® was di-
luted with phosphate buffered saline, pH 7.2, to contain
10 mg/ml of protein and conjugated with fluorescein iso-
thiocyanate®. 0.5 ml of the ferritin fluorescein conjugate
was injected intraperitoneally into mature mice. Sections
of liver, embedded in paraffin, revealed that the ferritin-
fluorescein conjugate was phagocytized by the Kupffer
cells non-specifically (i.e. in regard to immune reactions).
Observations were made using an ultraviolet light source
and filters previously outlinedS$.

Discussion. The proper use of fixatives is of great im-
portance in the detection of antigens by immune electron
microscopy. Penetration of antibody into cellular material
is dependent upon adequate fixation, Correlation can be
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the behaviour of the DNA-plasm of the bacterial nucleus.
It is found that those conditions which produce coarse
coagulation of the free DNA also produce electron opaque
bodies of variable aspect inside the bacterial nucleus. The
coagulation figures obtained in both situations are very
similar. This is a further direct evidence in favour of the
view that the bacterial nucleus is an assembly of fine
DNA-containing fibrilla in a highly hydrated plasma.

W. SCHREIL

Laboratoive de Biophysique, Université de Genéve (Suisse),
8. Juni 19617.

16 B, KELLENBERGER, in Advances in Virus Research (Academic
Press Inc., London 1961), im Druck.

17 Vorliegende Arbeit wurde mit der Unterstiitzung des Schweize-
rischen Nationalfonds durchgefiihrt, HaNNA Ruue und SopHia
ANNEN sei flir wertvolle Mitarbeit gedankt. E. KELLENBERGER
danke ich fiir Einfithrung in Arbeitsgebiet und Problemstellung
sowie wertvolle Diskussionen,

made with immurofluorescence; specific fluorescence is
generally observed in the periphery of unfixed cells, while
in fixed preparations the immune reaction can be observed
in the periphery of the nuclear membrane. These ob-
servations are consistent with those of Hiramoro et al.?.

Fixation prior to treatment with the ferritin conjugate
prevents pinocytosis, resulting in a marked diminution of
the unreacted conjugate as compared with material fixed
after treatment with the conjugate. Formalin generally
fulfills the criteria as an excellent fixative for this tech-
nique. It does not tend to alter the antigenic components,
is germicidal for most pathogens, and preserves the
cellular architecture. Fixatives generally used in electron
microscopy are potent oxidants, and thorough screening
should be made to determine their effect on the antigenic
system to be used. This does not preclude the use of these
oxidants to enhance the architecture if applied subsequent
to the immune reaction.

In the detection of sites of toxin activity and 4n vivo
experiments, the use of adequate controls cannot be too
greatly stressed. Ferritin can be observed under the
electron microscope in normal cellular material (Hamp-
ToN®, KurrF and Darton®, and Brssis and BRETON-
Gorius'® as well as ferritin conjugate which has been
non-specifically phagocytized by the reticulo-endothelial
system. Therefore, in correlation with nonimmune con-
jugate controls, histochemical methods, fluorescein-
labeled ferritin and electron microscopy should be utilized.
These will not only provide a control of the immune
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