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% inhibition of oxidative phosphorylation ( o--  • ) and of eytochrome 
oxidase activity {&--&) of rat liver mitochondria caused by varying 
amounts of sea water. Technical details as described in the text. 

k y n a s e  or  of g lucose -6 -phospha t e  (G-6 -P ) -dehydrogenase  
used  in t h e  d e t e r m i n a t i o n  of t h e  es ter i f ied  P,  was  ru led  
out .  

W h e n  work ing  w i t h  h o m o g e n a t e s  of sea  u r c h i n  eggs, 
the re fore ,  i t  a p p e a r s  i m p o r t a n t  to  be  ab le  to  check  t h e  
a m o u n t  of c o n t a m i n a t i n g  sea  wa te r .  W e  h a v e  f o u n d  t h a t  
t h e  m o s t  c o n v e n i e n t  w ay  to  do  t h i s  is t h e  e s t i m a t i o n  of 
N a  +. I t  is k n o w n  in  f ac t  t h a t  t h e  N a+  c o n t e n t  of sea  
u r c h i n  s a n d  s t a r f i s h  egg 4 is v e r y  smal l ,  t h e  p r e v a i l i n g  ion  
b e i n g  K +  Therefore ,  f r om t h e  e s t i m a t e  of Na+  in a n y  
p r e p a r a t i o n ,  t h e  a m o u n t  of sea  w a t e r  p r e s e n t  c a n  b e  
c a l c u l a t e d  qu i t e  accu ra t e ly .  I n  our  p r ac t i c e  N a  + h a s  b e e n  
d e t e r m i n e d  b y  f l a m e - p h o t o m e t r y ~  

O u r  t e s t  s y s t e m  cons i s t ed  of a p r e p a r a t i o n  of r a t  l i ve r  
m i t o c h o n d r i a ;  c y t o c h r o m e  ox idase  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  
m a n o m e t r i c a l l y  as desc r ibed  b y  MAGGIO a n d  MONROY 1 
a n d  es ter i f ied  P was  d e t e r m i n e d  e n z y m a t i c a l l y  as G-6-P  
b y  t h e  use of t h e  d e h y d r o g e n a s e  ~. 

Riassunto. Piccole quan t i tb ,  di  a c q u a  di m a r e  cau s an o  
u n a  for te  in ib iz ione  de l la  fosfor i lazione oss ida t iva ,  m e n t r e  
l ' e f f e t to  sul la  a t t i v i t h  c i toc romoss idas i ca  ~ p i u t t o s t o  
modes to .  L ' i onc  re sponsab i l e  di q u e s t o  e f fe t to  ~ il Calcio. 
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V e r g l e i c h e n d e  E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i e  re iner  
D N S  u n d  der  D N S  des  B a k t e r i e n n u k l e o i d s  

Die Diskuss ion  u m  die E x i s t e n z  eines B a k t e r i e n k e r n e s  
u n d  dessert S t r u k t u r  w a r  s chon  lange  v o r  den  e r s t e n  
e r fo lgre ichen  U l t r a d t i n n s c h n i t t e n  1 ~ussers t  rege ~-4. Die  
F r a g e  n a c h  de r  m a k r o m o l e k u l a r e n  U l t r a s t r u k t u r  e r f u h r  
d u r c h  die r e c h t  v e r s c h i e d e n a r t i g e n  E r g e b n i s s e  u n d  
Sch luss fo lge rungen  t ier  e inze lnen  e l e k t r o n e n o p t i s c h  a rbe i -  
t e n d e n  L a b o r a t o r i e n  eine neue  B e l e b u n g  ~,°. 

F a s s t  m a n  die s t a r k  d i v e r g i e r e n d e n  H y p o t h e s e n  u n d  
D e u t u n g e n  de r  B e f u n d e  in  zwei G r u p p e n  z u s a m m e n ,  so 
s t e h e n  A n s i c h t e n ,  in  A n l e h n u n g  a n  die  C h r o m o s o m e n -  
s t r u k t u r e n  h 6 h e r e r  O r g a n i s m e n ,  t iber  ein ode r  m e h r e r e  
k o m p a k t e  B a k t e r i e n c h r o m o s o m e n ,  die in  e i n e m  elek-  
t r o n e n o p t i s c h  n i c h t  d a r s t e l l b a r e n  ~ K e r n s a f t  ~ s c h w i m m e n  
sol len ~-9 u n d  z u m  Tell  als  r e c h t  k o m p l e x e  ,Gro i3schrau-  
ben~  (GIESBRECHT 7,s) g e d e u t e t  werden ,  d i a m e t r a l  d e n  
B e f u n d e n  u n d  H y p o t h e s e n  de r  zwei ten  G r u p p e  gegen-  
i iber  z0. KELLENBERGER et  al. zeigen, dass  u n t e r  b e s t i m m -  
t e n  de f i n i e r t en  F i x i e r u n g s b e d i n g u n g e n  eine y o n  ke ine r  
M e m b r a n  begrenz te ,  m i t  h o m o g e n e m ,  f e inem D N  S - P l a s m a  
ausgef i i l l te  K e r n v a k u o l e  b e o b a c h t e t  werden  k a n n .  Ab-  
w e i c h u n g e n  y o n  diesen B e d i n g u n g e n  f t ihren  zu e l ek t ronen -  
op t i s ch  d i c h t e n  K b r p e r n ,  die y o n  den  A u t o r e n  ats K o a g u -  
l a t e  b e t r a c h t e t  werden .  A r g u m e n t e  fiir diese F o l g e r u n g e n  
w a r e n  j e d o c h  i n d i r e k t e r  N a t u r  1°. 

Das  P r o b l e m  k a n n  j e d o c h  u n m i t t e l b a r  angegr i f fen  
werden ,  w e n n  gezeig t  w e r d e n  k a n n ,  dass  re ine  D N S  sich 
gegen i ibe r  d en  F i x i e r u n g s b e d i n g u n g e n  gleich oder  i ihnl ich  
verh i i l t  wie das  D N S - h a l t i g e  P l a s m a  des  B a k t e r i e n k e r n e s .  
Soll re ine  D N S  oder  die B a k t e r i e n - D N S  im Nuk leo id  im 
D f i n n s c h n i t t  da rges t e l l t  werden ,  so is ,  zu b e d e n k e n ,  da s s  
e r s t  n a c h  e iner  F i x i e r u n g  u n d  D e h y d r a t i s i e r u n g  in i ibli-  
c h e n  E i n b e t t u n g s m i t t e l n  e i n g e b e t t e t  we rden  k a n n .  W a s  
is t  bei  d iesen  VorgAngen zu e r w a r t e n  ? Die  D N S  is ,  phys i -  

z G. B. CHAVMAS and J. HILLIER, J. Bact. 66, 362 (1953). 
g B. DELAPORTE, Rev. g~n. bot. ,51, 615, 689, 748 (1939). 
a G. PIEKARSKI, Erg. Hyg. Bakteriol. Immunit~itsf. exp. Therap. 26, 

333 (1949). 
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ka l i s ch -chemisch  ein Kol lo id  m i t  den  E i g e n s c h a f t e n  hoch-  
p o l y m e r e r  m e h r b a s i s c h e r  S~uren  n,~2. \¥ ' i rd  n u n  ein lyo- 
phi les  Kol loid  d u r c h  Mischen  m i t  Alkoho l  ode r  A c e t o n  
entw/ isser t ,  so werden  m i t  a b n e h m e n d e m  \~rassergehal t  
m e h r  u n d  m e h r  die das  Kol lo id  s t ab i l  e r h a l t e n d e n  La-  
d u n g e n  e n t f e r n t .  Schl iess l ich b r i c h t  das  Kol loid  zu- 
s a m m e n ,  es f~llt  aus.  W i r  geben  im F o l g e n d e n  einige 
R e s u l t a t e  wieder ,  die im R a h m e n  v o n  U n t e r s u c h u n g e n  
t iber  den  M e c h a n i s m u s  de r  F i x i e r u n g  e r h a t t e n  wurden .  

~later ial  u n d  Methode. Escherichia coli B, gez t i ch te t  in  
aminos / iu re f re i em s y n t h e t i s c h e m  Milieu M 95, K u l t u r e n  
bel t i f te t .  - F i x i e r u n g s l 6 s u n g e n :  l p r o z e n t i g e  OsO4-L6sung 
in V e r o n a l a z e t a t - M i c h a e l i s - P u f f e r  p H  6,2 oder  p H  7,2, 
jeweils  m i t  oder  ohne  Ca ++ in F o r m  von  CaC1 v - Versen-  
L 6 s u n g  ( D i n a t r i u m - e t h y l e n - d i a m i n t e t r a z e t a t ) ,  0,25 m o l a r  
in  V e r o n a l a z e t a t - M i c h a e l i s - P u f f e r  o h n e  Ca ++. - D N S -  
P r A p a r a t e :  (1) P r / i p a r a t  aus  Fo re l l enspe rma ,  Dr.  ZAHN, 
I n s t i t u t  fiir v e g e t a t i v e  Phys io logie  de r  Johann-\~,rolfgang - 
G o e t h e - U n i v e r s i t X t  zu F r a n k f u r t  ~3. (2) D N A  h i g h l y  poly-  
mer ized  de r  N u t r i t i o n a l  B ioehemica l s  C o r p o r a t i o n  Cleve-  
land ,  On ta r io ,  USA.  (3) D N S  aus  K a l b s t h y m u s  n a c h  de r  
Guan id inmet :~ode ,  I n s t i t u t  ftir V i rus fo r sehung ,  Heide l -  
berg.  - D i a l y s i e r m e m b r a n :  e in faches  H a u s h a l t s z e t l o p h a n  
,Zellopak,~. - V e r o n a l a g a r  als U m h t i l l u n g s m i t t e l :  3pro-  
zen t ige r  D i f c o - P u l v e r - A g a r  in  Michae l i s -Verona l ace t a t -  
Puf fe r  p H  6,2 oder  p H  7,2. N a c h  E r h i t z e n  au f  100 ° ab-  
gek t ih t t  au f  45 °, beh~ l t  er eine gewisse Zei t  seine fltissige 
P h a s e  bei. B a k t e r i e n  u n d  D N S  werden  bei  45 ° ein- 
gemisch t .  N a c h  E r s t a r r u n g  de r  Mischung  k 6 n n e n  die 
Blbcke  de r  i ib l ichen F o r m  (1/~ m m  Kanten l / inge )  geschn i t -  
t e n  werden.  - K u n s t s t o f f e i n b e t t u n g  in Ves topa l  W 5. - 
M i k r o t o m :  U l t r o t o m e  de r  L K B - P r o d u c t e r  S tockho lm,  
m i t  G lasmesse rn  ausger i i s te t .  - Mik roskop :  S iemens  E1- 
m i s k o p  I, 60 kV, K o n d e n s o r  I + I I ,  K o n d e n s o r b l e n d e  
200 ~x, S t r a h l e n v e r k l e i n e r u n g  au f  5 ~x, O b ~ e k t i v a p e r t u r -  
b l e n d e  30 ~, A u f n a h m e n  au f  T y p o n f i l m  FCK.  

Eesul tate .  U m h i i l l t  m a n  re ine  D N S  als  hochv i sk6ses  f a rb -  
loses Kolloid,  geI6st  in Ve rona l aze t a t -Michae t i s -Pu f f e r ,  in 
M e n g e n  v o n  0,05-0,01 ml  m i t  e iner  D i a l y s i e r m e m b r a n ,  so 
b i l d e t  m a n  d a m i t ,  b i ld l ich  gesprochen ,  e inen  * k i ins t l i chen  
K e r n , .  l ) iesen  k i ins t l i chen  Kern  u n t e r w a r f e n  wir  den  
g le ichen F i x a t i o n s -  u n d  D e h y d r a t i s i e r u n g s b e d i n g u n g e n ,  
die fiir die B a k t e r i e n  gel ten,  und  e rh i e l t en  ftir die F ixa-  
t i o n s b e d i n g u n g  p H  6,2, A n w e s e n h e i t  von  Ca ++, m i t  oder  

o h n e  nach fo lgende  2s t t indige  (,'Waschung,~ m i t  U r a n y l -  
a z e t a t  ~ im D t i n n s c h n i t t  ein te inf~diges  Bild e iner  n u r  
s c h w a c h  k o a g u l i e r t e n  D N S  m i t  F~den  yon  25-60  A E  im 
D u r c h m e s s e r  (F igur  1). F i x i e r t e n  wir  bei e inem p H  yon  7,2 
u n d  e n t f e r n t e n  wir  res t l iche  Ca ++ d u r e h  eine Versen-  
W a s c h u n g ,  so ze ig ten  die D i i n n s e h n i t t e  g rob  koagul ie r te ,  
r e c h t  k o m p a k t e  S t r u k t u r e n  d e r  DNS,  wie in F i g u r  2 er- 
k e n n b a r .  "vVir g ingen  n u n  e inen  S c h r i t t  wei te r  u n d  f ix ie r ten  
re ine  visk6se D N S  z u s a m m e n  m i t  Bak te r i en .  U m  das  
Kol loid  de r  re inen  D N S  z u s a m m e n  m i t  den  m e c h a n i s c h  
s t ab i l en  Bak te r i enze l l en  f ix ieren zu k 6 n n en ,  m u s s t e n  aus  
der  l o g a r i t h m i s c h e n  W a c h s t u m s p h a s e  a b z e n t r i f u g i e r t e  
B a k t e r i e n  als S e d i m e n t  z u s a m m e n  m i t  v isk6s-dickf l i i ss iger  
re iner  D N S  mi t  d em e l e k t r o n e n o p t i s c h  k o n t r a s t l o s e n  U m -  
ht iUungskol lo id  Aga r -Aga r  v e r m i s c h t  werden.  Die Agar -  
b l6cke  w u r d e n  in t ib l icher  Weise  fiber N a c h t  in  d e r  F ixa-  
t i ons l6sung  belassen,  d a n a c h  e n t w e d e r  sofor t  in d e r  
Ace ton re ihe  d e h y d r a t i s i e r t  ode r  zuvor  noch  m i t  U r a n y l -  
a z e t a t  ode r  Ver sen l6sung  2 h gewaschen .  D a n a e h  E n t -  
w~isserung u n d  V e s t o p a l e i n b e t t u n g  wie t iblich.  Die D i inn -  
s c h n i t t e  zeigen b ie r  e n t s p r e c h e n d  d e m  pH-V~rert de r  F ixa -  
t ionslOsung u n d  e n t s p r e c h e n d  d e r  N a c h b e h a n d l u n g  in d e r  
K e r n v a k u o l e  d e r  B a k t e r i e n  wie a u s s e r h a l b  de r  B a k t e r i e n -  
zellen die s i m u l t a n  entwg.sserte  D N S  in ~£usserst ii .hnlicher 
S t r u k t u r ,  sowohl  im H i n b l i c k  au f  d en  F a d e n d u r c h m e s s e r  
wie auch  au f  die A n o r d n u n g  der  F a d e n g r u p p e n .  F i g u r  3 
zeigt  den  A s p e k t  e iner  fe inf~digen DNS,  in t raze l lu l i i r  wie 
auch  extrazellul~ir,  m i t  F a d e n d u r c h m e s s e r  v o n  25-60 AE,  
F igu r  4 e inen  A u s s c h n i t t  v o n  F i g u r  3, hOher vergrbsser t .  
Dieses E r g e b n i s  k o n n t e n  wir  bei j eder  F i x a t i o n s r e i h e  
e rha l t en ,  sofern  wir  bei  e inem p H  v o n  6,2 m i t  Ca++ in de r  
F ix i e r t6 sung  a r b e i t e t e n  oder  ansch l iessend  m i t  U r a n y l -  
a z e t a t  das  D N S-K o t l o i d  s tab i l i s ie r ten .  I n  d iesem Fal l  i s t  
die A n w e s e n h e i t  y o n  Ca ++ n i c h t  er forder l ich .  F i x i e r t e n  
wir  bei  p H  6,2 ode r  7,2, e n t f e r n t e n  wi r  alle C a - I o n e n  d u r c h  
Ver sen  u n d  v e r z i c h t e t e n  au f  e ine n ach fo l g en d e  U r a n y l -  
a z e t a t b e h a n d l u n g ,  so e r g a b e n  s ich g robkoagu l i e r t e  D N S -  

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

12 E. CHARaAFF und I. N. DAVIDSON, The Nucleic Acids (Academic 
Press Inc., London 19C0), vol. III, p. 15. 

13 Ftir Uberlassung eines reinen DNS-Prgtparates aus Forellensperma 
sind wir Herrn Dr. ZAHN sehr zu Dank verpflichtet. 

Fig. 1. I)NS, von Dialysiermembran umhtillt, Os:)4-Fixierung bei 
Anwesenheit von Ca ++ im Fixans, pH 6,2. Feinfadige Strukturen, 

~5-60 AE messend. Vergr. 41000: l. 

Fig. 2. DNS, yon Dialysiermembran umhtillt, OsO4-Fixierung , keine 
Ca ++ im Fixans, ansehliessend 2stiindige Versen-Behandhmg. Grob 

koagulierte Strukturen. Vergr. 420110: 1. 
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S t r u k t u r e n  in vielgestal t iger ,  m e h r  oder  weniger  kom- 
p a k t e r  Form,  wobei  w iede rum die B a k t e r i e n - D N S  in der  
Kernvakuo le  wie auch die reine D N S  ausse rha lb  der  
Bakter ienzet len  sehr  Ahnliche Konf igu ra t ionen  zeigten 
(Figuren 5 u n d  6). 

Zusammenfa s send  k6nnen  wir  sagen,  dass  sich bei glei- 
chert P rApara t ionsbed ingungen  reine DNS-Kol lo ide  ver-  
sch iedens te r  H e r k u n f t  (Fore l lensperma,  K a l b s t h y m u s )  
v611ig gleich ve rha l t en  in ihrer  A n t w o r t  auf  die pr~para-  
t iven  Eingriffe  wie die DNS in der  Kernvakuo le  der  Bak-  
terien.  Das feinf/~dige Bild der  DNS,  wie es Figur  1, 3 und 
4 zeigen, en t sp r i ch t  e in igermassen  dem,  was man  sich 
un te r  einer  kolloidalen L6sung vorstel l t .  I )agegen wird  
doch sicherl ich der  Aspek t  in F igur  2, aber  auch in Figur  5 
und  Figur  6 wohl  yon j e d e r m a n n  als eine Koagu la t ion  an-  
gesprochen.  

Es  muss  sich die B a k t e r i e n - D N S  des Nukleoids  in e inem 
phys ika l i sch-chemischen  Zus t and  bef inden ,  der  n ich t  wel t  
e n t f e r n t  sein kann  yon demjen igen  re iner  DNS.  Ob und in 

welcher  Fo rm an die I)NS gebundene  His tone  und Pro t -  
amine  das Resu l t a t  beeinflussen,  wird gegenw/ir t ig  un te r -  
sucht .  Auf den  Organ i sa t i onszus t and  der  B a k t e r i e n - l ) N S  
kann  bier  n ich t  im einzelnen e ingegangen  werden.  In der  
Mehrzahl  der  Fiille e r sche in t  das  feinfXdige D N S - P l a s m a  
bi indel f6rmig angeo rdne t  ~,~4as. Auf Grund  dieser  und  
zahlre icher  wei te re r  Beo b ach t u n g en  wurde  ein Modell des 
B a k t e r i e n c h r o m o s o m s  en twicke l t  u~ das  sowohl  den gene- 
t i schen  wie auch den phys ika l i schen  und morpholog ischen  
Befunden  gerecht  wird.  Es is( da raus  ersicht l ich,  class es 
n ich t  no twend ig  ist, die komplexe  Organisa t ion  h6herer  
Chromosomen  auf (lie Bakte r ien  zu i iber t ragen,  l )ennoch 
is( das  Modell n icht  al.,~ endgi i l t ig  zu be t r ach ten ,  da  zum 
Beispiel  zum gegenw/ir t igen Ze i tpunk t  die Frago nach  der  

14 W. VAN 1TERSON und C. F. ROBtNOW, J, biophys, biochem. CytoL 
9, 171 (19BI). 

l~ A. M. (;I.AUI~Zl~T, l". M. tlHlV:r;EI¢ nnd J. M. ALLEY, Exp. Cell Res. 
~ ,  7a (1961). 

Fig. 3. E. coli B, zusammen mit reiner DNS von Agar-Agar umhiillt. 
OsO4-Fixierung bei Anwesenheit yon Ca ++ im Fixans. Aspekt einer 
feinftidigen (nur schwach koagulierten) intra- ulld extrazelluLiren 

DNS, Fadendurchmesser 25-60 AF. Vergr. 41000 : I. 

Fig. 4. AussehnittvergrOsserung von l"igur 3. Vergr. 95000: 1. 

Fig. 5. E. coli B, zusammen mit reiner DNS yon Agar-Agar umhiillt. 
OsO4-Fixierung ohne Ca ++, Versen-Behandhmg. Grobkoagulierte 

Strukturen, fiusserst fihnliche Konfigurationen. Vergr. 421100: 1. 

Fig. 6. E. coli B, gleiche FixationsverhAltnisse wie Figur 5. Man 
beaehte die typischen Koagulationsstrukture~ mit einer optisch fast 
h~eren [IIIIPBZOlIP. Extrazelhdiir wie intrazelluliir gh,iches Vorhalten 

der I)NS Vergr. -|:20111~: 1. 
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LAnge des DNS-Molekt i ls  noch nicht  bean twor t e t  werden  
kann.  Aus diesen Beobachtungen ,  zusammen  mi t  frt iheren 
und anderen  noch nicht  mi tgete i l ten ,  e rg ib t  sich, dass die 
Osmiumf ix ie rung  noch nicht  das DNS-Kol lo id  oder  das  
D N S - P l a s m a  ~fixiert~ im Sinne einer Verfest igung,  son- 
dern gewissermassen die Weiche stellt ftir die Vorg~inge, die 
sparer  bei der  EntwAsserung s ta t t f inden.  Es  wurde  yon  
KELLENBERGER 16 die Forderung  aufgestel l t ,  dass das  
DN S-Kotloid so vorzubehande ln  sei, dass bei der  Dehydra -  
t is ierung Verne tzungen  ents tehen.  Dadurch  geliert  das 
Kolloid zuerst,  was zur Folge hat ,  dass die nachfolgende 
Koagula t ion ,  beziehungsweise das Aneinander lagern  der  
Fadenmolekf i le  auf  ein Min imum beschrAnkt werden  
kann.  

Zus~itzliche Einze lhe i ten  dieser Arbe i ten  und nach-  
folgende Diskussionen der  Resu l ta te  werden an anderer  
Stelle mi tge te i l t  werden 1~. 

Summary .  The  behav iour  of pure  isolated D N A  towards  
the  condi t ions  of f ixat ion and dehyd ra t i on - -p r io r  to  u l t ra-  
th in  sec t ioning--has  been s tudied and compared  wi th  

the  behav iour  of the  DNA-p la sm of the  bacter ia l  nucleus. 
I t  is found t h a t  those condi t ions  which produce coarse 
coagula t ion  of the  free D N A  also produce electron opaque  
bodies of var iab le  aspect  inside the  bacter ia l  nucleus. The  
coagula t ion  figures ob ta ined  in bo th  s i tuat ions  are ve ry  
similar.  This  is a fur ther  direct  evidence in favour  of the  
v iew t h a t  the  bacter ia l  nucleus is an assembly of fine 
DNA-con ta in ing  fibrilla in a h ighly  hydra t ed  plasma.  

~V. SCHREIL 

Laboratoire de Biophysique, Universitd de Gen~ve (Suisse), 
8. J u n i  1961. 

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

iv Vorliegende Arbeit wurde mit der Unterstfitzung des Schweize- 
rischen Nationalfonds durehgefiihrt. HANNA RUHE und SOPHIA 
ANNEN sei ffir wertvolle Mitarbeit gedankt. E. KELLENBERGER 
danke ich ffir Einftihrung in Arbeitsgebiet und Problemstellung 
sowie wertvolle Diskussionen. 

'Pitfalls' in Immune  Electron Microscopy 

I m m u n e  e lec t ron microscopy t is an  extens ion  of 
immunof tuorescence  2 a t  the  subcel lular  level. No t  only  
h a v e  m a n y  of the  problems of immunof luorescence  been 
inheri ted,  bu t  i t  has become apparen t  t h a t  o ther  problems 
exist .  Some of the  problems encountered  are presented.  
I t  is hoped t h a t  o the r  problems can be predic ted  ear ly  in 
the  d e v e l o p m e n t  of the  technique ,  to p rov ide  a more  
order ly  and  realist ic approach  than  was encounte red  in 
immunof luorescence .  

Methods and Results. Fixat ion .  Unf ixed  and 10% 
formal in-f ixed chor ioal lantoic  m e m b r a n e  and normal  
mouse  liver,  k idney,  hear t ,  and spleen were t r ea ted  wi th  
an i m m u n e  Staphylococcus aureus ferr i t in con juga te  1 for 
1 h ;  t he  t r ea ted  mate r ia l  was then  thorough ly  washed and 
the  unf ixed mater ia l  f ixed in 10% formalin.  The specimens 
were embedded  in paraff in  and 4~-sections s ta ined wi th  
Gomor i ' s  iron s ta in  a. As demons t r a t ed  by  the  iron stain,  
the  tissues f ixed pr ior  to t r e a t m e n t  wi th  the  i m m u n e  con- 
juga te  exhib i ted  a marked  d iminu t ion  of ferr i t in as com- 
pared wi th  the  tissues fixed subsequent  to t r e a t m e n t  wi th  
the  con] agate.  

T r e a t m e n t  on Copper  Grids. Bacter ia l ,  viral ,  and 
myco t i c  agents  were f ixed in 10% formal in  and drops  
placed on fo rmvar  and carbon covered grids 4. The grids 
were air-dried,  specific i m m u n e  con juga te  applied,  t hen  
washed several  t imes  in deionized water .  E lec t ron  micro-  
scopy revealed  t h a t  even  the  mos t  t ho rough  washing 
failed to  r emove  all  of the  ferr i t in con juga te  no t  bound  by  
the  i m m u n e  react ion.  

Non-specif ic  React ions .  Horse  spleen ferr i t in ~ was di- 
lu ted  wi th  phospha te  buffered saline, p H  7.2, to con ta in  
10 mg/mI  of pro te in  and con juga ted  wi th  fluorescein iso- 
t h iocyana t e  8. 0.5 ml of the  ferr i t in fluorescein con juga te  
was in jec ted  in t raper i tonea l ly  into ma tu re  mice. Sections 
of liver, embedded  in paraffin,  revealed t h a t  the  ferr i t in-  
f luorescein con juga te  was phagocy t ized  by  the  Kupffer  
ceils non-specif ical ly (i.e. in regard  to  i m m u n e  reactions).  
Observa t ions  were m a d e  using an u l t rav io le t  l ight  source 
and filters p rev ious ly  out l ined 6. 

Discussion. The proper  use of f ixa t ives  is of great  im- 
por tance  in the  de tec t ion  of an t igens  by  i m m u n e  electron 
microscopy.  Pene t r a t i on  of an t i body  in to  cel lular  mater ia l  
is dependen t  upon adequa t e  f ixat ion,  Correla t ion can be 

made  wi th  immunof luorescence ;  specific f luorescence is 
general ly  observed in the  per iphery  of unfixed cells, while 
in fixed prepara t ions  the  immune  react ion can be observed  
in the  per iphery  of the  nuclear  membrane .  These ob-  
serva t ions  are consis tent  wi th  those  of HIRAMOTO et  al. 7. 

F ixa t ion  pr ior  to t r e a t m e n t  wi th  the  ferri t in con juga te  
p reven ts  pinocytosis ,  resul t ing in a marked  d iminu t ion  of 
the  unreac ted  con juga te  as compared  wi th  mater ia l  f ixed 
af ter  t r e a t m e n t  wi th  the  conjugate .  Formal in  genera l ly  
fulfills the  cr i ter ia  as an  excel lent  f ixa t ive  for this  tech- 
nique.  I t  does no t  t end  to a l ter  the  ant igenic  components ,  
is germicidal  for mos t  pathogens ,  and preserves  the  
cel lular  archi tec ture .  F ixa t ives  general ly  used in e lectron 
microscopy are po t en t  oxidants ,  and thorough screening 
should be made  to de te rmine  thei r  effect  on the  ant igenic  
sys tem to be used. This  does no t  preclude the  use of these 
ox idants  to enhance  the  a rch i tec ture  if appl ied subsequent  
to the  immune  react ion.  

In  the  de tec t ion  of sites of toxin  a c t i v i t y  and in rive 
exper iments ,  the use of adequa t e  controls  canno t  be too  
grea t ly  stressed. Fer r i t in  can be observed under  the  
electron microscope in normal  cellular mater ia l  (HAMP- 
TON 8, KUFF a n d  DALTON 9, and BESSIS and BRETON- 
GORIUS t°) as well as ferr i t in con juga te  which has been 
non-specif ical ly phagocy t ized  by  the  re t icu le-endothe l ia l  
system. Therefore,  in corre la t ion wi th  n o n i m m u n e  con- 
juga te  controls,  h is tochemical  methods ,  f iuorescein- 
labeled ferr i t in and e lec t ron microscopy should be utilized. 
These  will no t  only  p rov ide  a cont ro l  of t he  i m m u n e  
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