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Effect  of  s o m e  D e t e r g e n t s  o n  the  Sur face  
M e m b r a n e  of Penic i l l in  S p h e r o p l a s t s  

E x p e r i m e n t s  to  e luc ida te  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  of sphero-  
p l a s t  m e m b r a n e  h a v e  been  in tens i f i ed  b y  s tud ies  of t h e  
in f luence  of some de t e rgen t s  on  t h e  sur face  m e m b r a n e  of 
pen ic i l l in  sphe rop la s t s  in  Proteus vulgaris. 

S t r a i n  P ,  was  used. Sphe rop l a s t s  were p r o d u c e d  b y  
a d d i n g  2000 U of pen ic i l l in /ml  to  t h e  18 h b r o t h  c u l t u r e L  
Af te r  4 h i n c u b a t i o n  t h e  s p h e r e s  were s u b m i t t e d  to  os- 
mo t i c  lysis. Af te r  h a v i n g  been  t r e a t e d  b y  t r y p s i n  (1 
mg/ml)  for 3 h t h e y  were  pur i f ied  b y  r e p e a t e d  w a s h i n g  in  
a n  u l t r acen t r i fuge .  T h e r e  was  a c e r t a i n  p e r c e n t a g e  of rod  
cell wai ls  in  p r e p a r a t i o n s  t h a t  were  n o t  r emoved ,  se rv ing  
us as a m e a n s  of c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  s p h e r o p l a s t  m e m -  
branes .  T h e  m a t e r i a l  was  t r a n s f e r r e d  o n t o  grids.  Dr ied  
gr ids  were  p u t  on  t h e  sur face  of 1% s o d i u m  l au ry l  sul- 
p h a t e  (LS) or 5 or  10% s o d i u m  desoxycho la t e  (DS) for 
30 rain.  Af t e r  severa l  wash ings  w i t h  f i l te red  dis t i l led w a t e r  
t he  gr ids  were  e i t h e r  s h a d o w e d  w i t h  go ld -pa l l ad ium or  
' s t a i n e d '  w i t h  u r a n i u m  a c e t a t e  for  30 m i n  a n d  were  
e x a m i n e d  u n d e r  t h e  e lec t ron  microscope  Tes la  B S  242. As 
a mode l  of a s imple  l i pop ro t e in  m e m b r a n e  t h e  ghos t s  of 
l y sozyme  p r o t o p l a s t s  of B.  rnegaterium M. were  used,  
w h i c h  were  h a n d l e d  in  t he  s ame  way.  

Af te r  t h e  ac t ion  of  LS  a d i s i n t e g r a t i o n  of m o s t  m e m -  
b r a n e s  i n to  i r r egu la r  g lobu la r  bod ies  100-200 /k t a l l  a n d  
500-900 /k in  d i a m e t e r  was  obse rved .  These  f o r m a t i o n s  
were c lear ly  seen in  s amples  s t a i n e d  w i t h  u r a n i u m  a c e t a t e  
(Figures  1 a n d  2). I n  t h e  case of the  cell wal ls  of n o r m a l  
rods  t h e  d i s i n t e g r a t i o n  in to  g lobu la r  bod ies  was  n o t  

u sua l ly  of such  a m a r k e d  cha rac t e r .  Cons iderab le  va r i a -  
b i l i t y  was  o b s e r v e d  as  to  t h e  degree  of d i s i n t e g r a t i o n  of 
i n d i v i d u a l  m e m b r a n e s  b y  LS.  

A s imi la r  p i c tu re  was  o b t a i n e d  fol lowing t h e  ac t ion  of 
DS.  T h e  g lobu la r  f o r m a t i o n s  were  s l igh t ly  l a rger  (800-  
1500 ~ )  a n d  looser;  t h i s  m a y  d e p e n d  on  t h e  i n c u b a t i o n  
t i m e  w i t h  D S  or i ts  c o n c e n t r a t i o n ,  e.g. a 10% D S  caused  
a s t r o n g  d i s i n t e g r a t i o n  of m e m b r a n e s  in to  i so la ted  
globules .  

P r o t o p l a s t  m e m b r a n e s  were  d issolved b y  t h e  t w o  sub-  
s tances .  As long as t h e y  were f ixed b y  fo rma ldehyde ,  
u r a n i u m  a c e t a t e  or  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  t h e y  were  
c o m p l e t e l y  r e s i s t a n t  to  t h e i r  a c t i o n  (see also *). O u r  
resu l t s  c o n c e r n i n g  t h e  cell wal ls  c o r r e s p o n d  more  or  less 
to  those  desc r ibed  b y  WEIDEL,  FRANK, a n d  MARTI~ 3, 
MARTIN a n d  FRANK 4, a n d  o thers .  T h e  d i s i n t e g r a t i o n  in to  
s imi la r  g lobu la r  f o r m a t i o n s  was  o b s e r v e d  a f t e r  t h e  a c t i o n  
of  N a O H  on  isola ted cell  wal ls  b y  SALTON a n d  HORNE n 
a n d  YOSHIDA e t  al. 8. I t  is genera l ly  a s s u m e d  t h a t  t h e  
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Fig. 1. Cell wall of Proteus vu$garis exposed to 1% laurytsulphate Fig. g. Spheroplast membrane of Proteus vulgaris treated in the 
for 30 min. Stained with uranium acetate, x 3~.600. same way. Stained with uranium acetate. × 24.000. 
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detergents act on the hpids both in the cell walls and in 
the cytoplasmic membranes ~-~. Electron micrographs of 
cell walls treated by these compounds also present a 
picture of 'corroded' membranes deprived of the cement 
substance. The extraction of lipoproteins proceeds gra- 
dually. Higher concentration and/or temperature cause 
deeper disintegration of the membranes and a more effec- 
tive denudation of lower layers. 

From our results conclusions can be drawn concerning 
especially the composition of the spheroplast membrane. 
I t  appears tha t  i t  is very similar to tha t  in normal cell 
wall. Thus it  is substantial ly more complicated than  was 
generally assumed. I t  corresponds to our previous views 
based on the cytochemical s tudy of spheroplasts and 
protoplasts of bacteria x°. The a t tempt  to isolate the basal 
membrane (R layer) was not successful with spheroplasts. 

I t  is interesting to note tha t  boiling the cells in 1% LS 
after pretreatment  with potassium tellurite or fixation by 
formaldehyde did not  cause the total destruction of cells 
as was reported by SHAFA and SALTOB111. In  this case 
very fine, web-like, rod-shaped membranes were found 
besides round or oval smooth membranes of lipopoly- 
saccharide nature s, x~ 

The surface of penicillin spheroplasts is thus a consider- 
ably complex structure, which differs from the normal 
cell wall by the loss of a part  of mucopeptides and 

elasticity thus acquired. Similar results have been de- 
scribed after the action of a cationic detergent, 'Sep- 
tonex ~ 18 

Zusammenfassung. Unter  Einwirkung yon Natr ium- 
laurylsulfat oder Desoxycholat zerfallen die Oberfliichen- 
membranen yon Penicillinsphlixoplasten in globulgre Ge- 
hilde verschiedener GrOsse (500 bis zu 900 ~ d). Isolierte 
Zellw'~Lnde von Proteus verhalten sich ~hnlich. Proto- 
plastenmembranen yon B. megateri~m werden durch 
beide Stoffe rasch lysiert. 
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Z u r  G e n e s e  h e p a t o z e l l u l ~ i r e r  K e r n e i n s c h l i i s s e  
b e i  C o l c h i c i n v e r g i f t u n g  

Bei Colchicinvergiftung treten in Leberepithelien Kern- 
einschltisse auf ~-4, bei d e n e n e s  sich um Plasmainklu- 
sionen handelt, die yon einer echten Kernmembran 
umzogen sind 4. Sic werden auf eine Eindellung des Ruhe- 
kernes zurfickgeffihrt, kommen jedoch auf andere Weise 
zustande. 

Colchicin (4 .30  j/d i.p.) 15st bei weissen M~usen in 
der Leber Mitosen aus 5, vornehmlich in  der yon dem 
anflutenden Pharmakon zuerst getroffenen L~ppchen- 
peripherie. Ihr  Ablauf wird in der bekannten Weise ~ 
vielf~ltig abgewandelt. So findet man  unter  anderem 
unipolare, lockere ~ Sternest, die sich aus Pr0phasen ent- 
wickeln, wenn die weniger empfindlichen Chromosomen- 
fasern noch ausgebildet werden kSnnen v-s und eine 
Zentrierung der Kernschleifen erm6glichen: In  ihrer Mitre 
ist dann  hisweilen das wenig oder gar nicht  ausgestaltete 
Zytozentrum nachweisbar: Es besteht aus Zentriolen, 
die kaum auseinander gewichen sind ~0 und h6chstens yon 
Wenig Zentroplasma umgeben werden. H~ufiger sind 
~Versprengungen ~, bei denen die iiberkontrahierten Chro- 
nlosomen heine Fasern mehr ausbilden und  daher ohne 
Ordnung im ZeUeib verstreut werden. Das Zytozentrum 
bleibt gi~nzlich inaktiviert ;  yon Spindelsubstanz ist nichts 
zu sehen, allenfalls ist ein kleiner PAS-negativer Eiweiss- 
tropfen (,hyaline globule, n) mit ten unter  den durch- 
einander liegenden Chromosomen und Mttochondrien an- 
ZUtreffen. Colchicin unterbindet  also nicht nur  die Or- 
ganisation eines an sich vorhandenen Spindelmateriales, 
es vermag sogar, wohl durch unmit te lbaren Angriff an 
den Zentriolen~0, die Berei ts teUungvon (Zentral-) Spin- 
delsubstanz vollsti~ndig zu unterdriicken. 

Besonders bei ungeordneter ~Versprengung~, abet  auch 
in lockeren ,Sternen~ verquellen die weiter voneinander 
entfernten Chromosomen sparer zun~chst zu eigenen 
kleinen Bl~k~chen (Karyomeren bzw. Karvomeriten). 
Wenn auch das eine oder andere den Anschluss verlieren 
oder zugrundegehen kann  - die meisten yon ihnen treten, 
w~hrend ihrer Umwandlung oder erst darnach, zu gr6s- 
seren Teilkernen zusammen. Oft entstehen auch einheit- 
liche, polyploide, gegebenenfalls auch aneuploide Gross- 
kerne, die ihrem Vqerdegang entsprechendS, ~- ls  recht 
polymorph sein k6nnen. Sic werden oft yon kfirzeren 
oder l~ngeren ~Kernkan~len~> durchzogen, derer~ W~nde 
die Grenzen nicht  v611ig vereinigter Karyomeriten mar- 
kieren% I n  gleicker Weise entstehen derartige ~Einfal- 
tungen der Kernmembran~ auch bei Tumor- oder 
Hodgkinzellen. Bei dem Verschmelzungsprozess werden 
mitunter  kleinere oder gr6ssere Plasmaportionen einge- 
schlossen und dann, yon Teilen der prim~ren Karyomeri- 
tenmembranen weiterhin begrenzt, in den sekund~ren 
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