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T h e  L e a k a g e  of  I n t r a c e l l u l a r  C o n s t i t u e n t s  f r o m  
H e a t e d  S u s p e n s i o n s  of  Staphylococcus aureus 

The  leakage  f rom b a c t e r i a  of i n t r a c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  
ha s  been  s h o w n  to  be  caused  b y  t r e a t m e n t  of t h e  cells 
w i t h  va r i ous  chemica l  a n d  phys i ca l  agen t s  ~-s, This  leak-  
age is usua l ly  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a m o u n t  of 
260 n m - a b s o r b i n g  m a t e r i a l  a n d  of pen toses  (bo th  of wh ich  
a re  i n d i c a t i v e  of t h e  release of nucleic  acid- l ike subs tances )  
p r e s e n t  in  t h e  s u p e r n a t a n t  f luids  of t r e a t e d  cells. I n  
p r ev ious  s tud ies  ~ w i t h  suspensions ,  in  w a t e r  a n d  in t he  
o smo t i c  s tabi l izer ,  1M-sucrose ,  of S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  
NCTC 3761, i t  was  f o u n d  t h a t  (I) t he  in i t ia l  r a t e  of leak-  
age of 260 n m - a b s o r b i n g  s u b s t a n c e s  was  m u c h  g r e a t e r  
a t  60 °C t h a n  a t  50 °C, (n) t h e  t o t a l  a m o u n t  of 260 r im- 
a b s o r b i n g  m a t e r i a l  was  less a t  60 °C t h a n  a t  50 °C, a n d  
(in) 1 M - s u c r o s e  a f forded  some p r o t e c t i o n  a g a i n s t  such  
l eakage  (bu t  n o t  a g a i n s t  dea th )  a t  50 °C b u t  n o t  a t  60 °C. 
I t  was  t h u s  dec ided  to  i n v e s t i g a t e  more  ful ly  t h e  l eakage  
m a t e r i a l  f rom h e a t e d  suspens ions  of t h i s  o rgan i sm,  in  t h e  
hope  t h a t  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  would  be  o b t a i n e d  on  t h e  
m e c h a n i s m  of t h e r m a l  in ju ry .  

The  o r g a n i s m  was  g rown for 18 h in  doub le  s t r e n g t h  
n u t r i e n t  b r o t h  (Oxoid Labora to r i e s ,  L ondon ,  E n g l a n d )  
a t  37°C. The  cu l tu re  was  cen t r i fuged ,  a n d  t h e  pel le  t 
w a s h e d  twice  w i t h  s ter i le  glass-dis t i l led w a t e r  a n d  f ina l ly  
r e su spended  in w a t e r  to  g ive  c.3 x 10 ~ v i ab l e  cel ls /ml.  
One  p a r t  of t h i s  su spens ion  was  a d d e d  to  2 p a r t s  of s ter i le  
w a t e r  or  s ter i le  1,5 M sucrose,  p r ev ious ly  e q u i l i b r a t e d  a t  
50 °C or  60 °C in  t h e r m o s t a t i c a l l y - c o n t r o l l e d  w a t e r - b a t h s .  

A l iquo t s  of h e a t e d  suspens ions  were  r e m o v e d  w h e n  re- 
qu i r ed  a n d  cen t r i fuged  a t  4000 g for  30 min .  S u p e r n a t a n t  
f luids  were  care fu l ly  r e m o v e d  a n d  s u b j e c t e d  to  t h e  follow- 
ing ana lyses :  (1) a b s o r p t i o n  a t  260 n m  was  d e t e r m i n e d  
in t he  U n i c a m  S P  800 s p e c t r o p h o t o m e t e r ,  u s ing  1 m m  
cells a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  b l a n k ;  (2) a m i n o  acids  were  
d e t e r m i n e d  b y  t he  m e t h o d  of MOOR~ a n d  STEZNg, us ing  
leucine  as re fe rence ;  (3) p r o t e i n  was  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
m e t h o d  of LowRY e t  al. ~0, us ing  c rys ta l l ine  a l b u m i n  
(Br i t i sh  D r u g  Houses ,  Ltd . ,  L o n d o n )  as reference.  
S t a n d a r d  cu rves  h a d  p rev ious ly  b e e n  c o n s t r u c t e d  for  
leucine a n d  a l b u m i n  in b o t h  w a t e r  a n d  1M-sucrose .  

T h e  re su l t s  of e x p e r i m e n t s  w i t h  b a c t e r i a  s to red  a t  50 ° 
a n d  60 ° a re  s h o w n  in  F igu res  1 a n d  2. A m i n o  acid  l eakage  
f rom the  endoce l lu l a r  pool  n a t  b o t h  t e m p e r a t u r e s  a p p e a r s  
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Fig. 1. Leakage of intracellular consti tuents 
from suspensions in water  of S.a.ureus at 
50C ° (a) and 60 ° (b). O ~ O ,  260 nm-absorb- 
ing material ;  e ~ e ,  protein; @ - - ~ ,  free 
amino acids. 
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Fig. 2. Comparison of the effect of water and 
t M-sucrose on the leakage of intracellular 
constituents from suspensions of S. aureUS 
at 50°C (a) and 60 ° (b). Suspensions in water: 
O ~ O ,  260 nmabsorbing material ;  e ~ e ,  
free amino acids, Suspensions in 1 M-sucrose: 
A - -  A, 260 nm-absorbing material; A ~ ,  
free amino acids. 
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to precede leakage of 260 nm-absorbing material and is 
not prevented by the osmotic stabilizer, sucrose. However, 
although sucrose does not protect bacteria against leakage 
of 260 nm-absorbing material at 60 °C (Figure 2b), con- 
siderable protection is conferred at 50°C (Figure 2a). 
Sucrose has also been found ~ to have no influence on the 
rate of death of this organism at  50°C and 60°C. Thus, 
one of the initial factors causing thermal in jury in S. 
auregs may be the passage of amino acids across the 
damaged cytoplasmic membrane into the external envi- 
ronment. 

One other finding is of interest: the release of protein 
is considerably higher at  50 °C than at  60 °C (Figure la, b). 
The reason for this has not  yet  been investigated, bu t  

could be caused by the coagulation of protein material in 
the cytoplasm at  the higher temperature. 

Rdsumd. Une analyse a 6t6 fair des substances que 
perdent  les cellules de Staphylococcus aureus chauff6es 
50°C et 60°C. Ces substances comprennent  des acides 
amines, de la proteine et des substances absorbantes 
une longeur d'onde de 260 nm. 

i~. C. ALL%V00D and A. D. ~USSELL 

Welsh School o/.Pharmacy, I~relsh College o] Advanced 
Technology, Cardi[] (Great Britain), lOth M a y  1967. 

STUDIORUM 

Zellrnorphologische Veriinderungen im Vaginal- 
abstrich nach Strahleneinwirkung ~ 

Ira Jahre 1928 hat  der in den Ver~inigten Staaten 
lebende griechische Arzt PAPANICOLAOO 2 die ersten Ar- 
beiten fiber zytologisch erfassbare Karzinome ver6ffent- 
licht. Seither ist die Methode allgemein verbreitet und 
anerkannt.  Besondere Erfolge konnten  auf dem Gebiete 
der Frtihdiagnostik der Uterus-Karzinome, Bronchial- 
t(arzinome und anderen erreicht werden. Die Krebs- 
Zytodiagnostik hat  sich ferner zu einer wissenschafttichen 
Methode entwiekelt. So werden heute Kern- und Plas- 
~aver&nderungen atypisch veritnderter Epithelien mit  
weiterentwickelten Methoden, z.B. Zytochemie, Auto- 
radiographie, IZernmessungen und Elektronenmikro- 
skopie untersucht.  

t~ine besonders schwierige Aufgabe war es yon jeher 
ffir den Zytologen, Abstriche nach durchgeffihrter 
Strahlentherapie zu beurteilen. Die Zellver~tnderungen 
nach R6ntgen- und Radiumbes t rah lung  sind sehr ver- 
Schiedenartig (siehe Figuren 1-9). Die vorliegende Arbeit 
befasst sich insbesondere mit der Bedeutung dieser Unter- 
SUchungsmethode hinsichtlich einer prognostischen Beur- 
teilung und Verlauf bei karzinomat6sen Ver~tnderungen 

Zellver~nderung~n nac~ BestrsIllung (Rx oder Ra) 
LNorrnale Zelten 

8aSalzellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

LPathologische Zeflen ........... 

~ig. 1, Zellver~inderungen nach Bestrahlung (RX oder RA), hatb- 
sehematisch dargestellt. 

PROGRESSUS 

sowie lnit  der Beurteilung der Strahlensensibilitlit einer 
krebsigen VerAnderung. 

(1) Einige den Gyniikologen, Radiologen und auch 
Zytologen interessierende Fragen sollen vorerst be- 
sprochen werden. 

(1) Kann ein in/iltrativ wachsendes Karzinom im zyto- 
logischen Abstrich nachgewiesen wevden? Die Frage, ob 
infil trativ wachsend oder nicht, wird immer nu t  durch 
die Histopathologie beantwortet.  Zur Sicherung der 
Diagnose mfissen bei positiven Abstrichen eine oder 
mehrere Biopsien mit  nachfolgenden Serienschnittunter- 
suchungen durch den Histologen erfolgen. Zusiitzlich 
muss der erfahrene Kliniker bei der bimanuellen Unter-  
suchung der Pat ient in  die Ausdehnung des Karzinoms - 
beim Collum-Karzinom entsprechend den 4 Stadien, auf- 
gestellt yon der V61kerbundskommission im Jahre 1920 - 
feststellen. 

(2) Komrnt es wahrend der Bestrahlung zu Zell- und 
Kernverginderungen? Anhand yon histologischen Pritpa- 
raten kann man gewisse Riickschliisse auf die Zell- 
population eines Abstriches gewinnen. Man kann  durch 
wiederholte Zellentnahmen, welche ftir die Pat ient in  
keine Belastung bedeuten, die karzinomat6sen Zellen 
quant i ta t iv  auszAhlen und fiber Zell- und Kerngr6sse oder 
gewisse Kerneigenscha~ten eine sichere Aussage machen. 
Die Kern- und Zelleigenschaften erfahren w~khrend dem 
Einfluss aktinischer Strahlen Veritnderungen. Figur 1 
zeigt solche Modifikationen, die unter  anderem in einem 
Aufbl~hen (blowing-up) der Zelle und des Kernes besteht. 
Dieses fiihrt schlussendlich zum Zerfall der Zelle. Die 
Kerne k6nnen sich ihrerseits ebenfalls stark veriindern. 
Es kann zu einer Hyperchromasie und Vergr6sserung des 
Kernes ffihren bis zum Zerfall, bzw. zum Auftreten yon 
mehrkernigen Zellen. 

(3) Kann der Vaginalabstrich etwas i~ber die Strahlen- 
sensibilitiit des Tumors und des anliegenden Gewebes 
wdhrend und nach der Einwirkung der aktinischen Therapie 
aussagen? Die Strahlensensibilit~kt kann  dutch wieder- 
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