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1. Electron micrographs of ultra-thin sections of Staphylococcus aureus and Micrococcus lyso-
deikticus in Vestopal as embedding medium disclose a multiplicity of DNA containing threads with
varying interparticular distances.

2. The diameter of these threads is about one tenth of the average optimal section thickness.

3. This section thickness inevitably is implicated in the visualization of the internal distances
between the threads as well as in some common trends in the DNA pool, a fact that has to be
accounted for in the analysis of the macromolecules.

4. By spreading lysozyme protoplasts of M. lysodeikticus on a water-air interface in a Lang-
muir trough and by transferring this surface layer to carbon supported Formvar films, two-dimen-
sional systems can be demonstrated which as a thread of constant width comprise the total DNA con-
tent of one microorganism each.

5. Such a macromolecular system shows equally shaped, coiled loops in a peripheral zone and many

crossings towards the center. Branching of threads never has been observed so far.

From this evidence we conlude:

a) Intracellular DNA in these bacteria seems to exist in one pool as a “woolen ball” which is cen-

tered in the cytoplasm as a more or less dense object.

b) This “woolen ball” embodies the total amount of DNA most probably as one single threadlike

unit.

6. Partial destruction of the thread system of protoplasts will result upon changing optimal spread-

ing conditions.

7. The same kind of destruction is shown upon isolation of the DNA from protoplasts, the length
of the threads being an inverse function of the number of precipitation steps showing purification.

Im Cytoplasma der Zellen sind die lebensnotwen-
digen Desoxyribonucleinsduren (DNS) mit weiterem
cytoplasmatischem Material, insbesondere Proteinen
und ribonucleinsdure (RNS)-haltigen makromole-
kularen Gebilden, auf engem Raum gepackt. Bakte-
rien weisen gegeniiber Zellen hoherer Organisation,
wie pflanzliche und tierische Zellen, keinen mit einer
Membran versehenen Nucleus auf. Die verschieden-
artigen biochemischen Nachweismethoden von DNS-
Material haben aber, zusammen mit bakteriengene-
tischen Versuchen, schon seit lingerer Zeit dazu ge-
fiihrt, einen Bakterienzellkern zu postulieren. Er hat
bei sonst dhnlichen Funktionen nicht das Aussehen
eines animalen Zellkerns. Es werden weder Teilungs-
figuren noch verschiedene Stadien mit Kernmembran
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gefunden. Die Frage, wie man sich den physikali-
schen Zustand und Zustandsinderungen der DNS-
Makromolekiile ! vorstellen kann, wurde mit mor-
phologischen Methoden untersucht.
Lichtmikroskopische Verfahren? %, mit hoher
Anfilligkeit fiir ,,Artefakte* bei DNS-Makromole-
kiilen, treten bei den Bakterien gegeniiber der we-
sentlich hoheren Auflosung des Elektronenmikro-
skops ® in den Hintergrund. Da die Bakterien Durch-
messer in der Groflenordnung von 1 u aufweisen,
die DNS-Fédden dagegen, die seither aus Zellkernen
isoliert wurden, alle einen konstanten Durchmesser
von etwa 20 —25 A besitzen und durchschnittlich
3 bis 4% des Bakterienzellgewichtes haben®. er-
heben sich Fragen nach der inneren Ordnung ihrer
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Packung und nach den Lingen dieser unverzweigten
»linearen® Makromolekiile. Fiir die Darstellung der
Bakterien-DNS sind die Praparation, die dadurch
bedingten Einfliisse auf die DNS-Struktur und die
elektronenmikroskopischen Phénomene zu beriick-
sichtigen.

Man kann eine Vielzahl von physikalisch-chemi-
schen Untersuchungen iiber isolierte Desoxyribo-
nucleinsduren 7 und physiologische Erscheinungen,
die die Funktion der DNS als Informationstrager
fiir Wachstum und Vererbung 8712 betreffen, zusitz-
lich fiir ihre intrazellulire Morphologie heranziehen.
Eine Analyse der Packungsverhiltnisse setzt voraus,
dal} die DNS-Makromolekiile gleichartig aufgebaut
sind. Dies ist nach Rontgenstreuungs-Aufnahmen
offensichtlich bei DNS verschiedenartiger Herkunft
der Fall'4; sie entsprechen alle dem Watson-
Crick-Modell 5, (Nur eine Ausnahme, die ein-
strangige DNS von Escherichia coli-Phagen ®X 174
ist bekannt geworden!6.) Weil das makromole-
kulare DNS-Modell fiir samtliches Kernmaterial zu-
trifft, behandeln zahlreiche Untersuchungen die be-
kannte Variabilitdt von intrazellularen DNS-Struk-
turen; sie sind. bei Bakterien starker als bei Zellen
groBlerer Dimension und héherer Ordnung, von der
Praparation und von der Deutung vor allem elektro-
nenmikroskopischer Bilder abhéngig.

Nach unseren seitherigen Ergebnissen!? lassen
sich, auf hauptsdchlich zwei unterschiedlichen Ver-
fahren basierend, morphologische Analysen der
intrazellularen DNS-Ansammlungen vornehmen. Die
Diinnschnitte ' 3 ergeben stets Scheiben von kugeli-
gen, stabchenformigen oder anders gestalteten drei-
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dimensionalen Bakterien. Da die DNS fddig und
gegeniiber der Schnittdicke als erheblich diinneres
Makromolekil vorliegt, sind die Fragen der geo-
metrischen Abbildung mehr oder weniger dicht ge-
lagerter Anhaufungen von DNS zu betrachten und
die elektronenmikroskopischen Abbildungen auf
Fadenstrukturen hin zu untersuchen. Serienschnitte
spielen vor allem fiir die Raumerfiillung des gesam-
ten Fadenaggregates eine Rolle 8.

Die Herstellung von diinnsten proteinhaltigen
DNS-Mischfilmen ¥ 1a6t sich ebenfalls auf die intra-
zellulare Bakterien-DNS anwenden 7, wenn nur da-
bei die rigide Zellwand schonend entfernt werden
kann. Dazu sind vor allem Bakterien-Protoplasten 2°
geeignet. Da die intrazellulire DNS-Formation vor
und nach der Spreitung und in Diinnschnitten mit
anderen makromolekularen Zellbestandteilen struk-
turell verbunden ist (RNP-Partikel oder Ribosomen.
l6sliche RNS 2! 22 Proteine — Enzyme 2% 2%), wer-
den die hier vorgelegten Untersuchungen auch zu
morphologischen Vergleichen mit weiteren subzellu-
liren Komponenten beniitzt. Die Schlulfolgerungen
beziehen sich auf DNS-Struktur in Verbindung mit
ihren Funktionen, wie Information und Realisation
sowie ihre Reduplikation.

Material und Methodik

1. Micrococcus pyogenes var. aureus
(Staphylococcus aureus), Stamm S.A.B. (CunnNiNGHAM,
CaTLiN u. DE GarmLHE 1956 2%)*. Der Keim wiichst u. a.
in Brain Heart Infusion, teils mit Zusatz bis zu 1-m.

NaCl (Ndhrboden: 37,0 g Brain Heart Infus. Extrakt
(Difco), 53,5g NaCl ad 1000 ml H,0), bei 37 °C 25.
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Nach 24 Stdn. sind grofle, oft aggregierte Bakterien in
Suspension entstanden, zugleich findet man im salz-
haltigen Medium reichlich Ansammlungen von extra-
zellularer DNS, vor allem in fadenziehenden schleimi-
gen zellreichen Sedimenten 7.

2. Micrococcus lysodeikticus (Staphy-
lococcus afermentans), (von National Collection of
Type Culture, London, dankenswerterweise erhalten)
wurde auf Nihragar bei 37 °C 18 Stdn. als Oberfli-
chenkultur geziichtet. Die Keime befinden sich dann
aullerhalb der log-Phase des Wachstums.

Protoplasten: Nach Abschwemmen und zweimaligem
Waschen mit 1-m. Ammoniumacetat py 5 lit man
Lysozym (reinst, 3-mal krist.) bis zu 50 ug/ml im glei-
chen Medium bei 37 °C einwirken 28, Die Abnahme
der Extinktion (dekadischer Logarithmus der rezipro-
ken Durchldssigkeit fiir Licht) gilt als MaB fiir die
Umwandlung in Protoplasten (s. Abb.1). Die Ge-
schwindigkeit ist von der Konzentration und Molaritit
abhingig. Die Keimmenge betridgt maximal etwa 2-108
Protoplasten/ml in der Ausgangssuspension. Beziiglich
der Zahl der Protoplasten pro Bakterienzelle vgl.
L. c.20. Bei Herabsetzung der hyper- zur hypotonen

o—o bei -mol. Am.Ac., py 5
o—0 w1 n nooon "on
0,201
[
2
< y/ml
s o
015 N—0
L)
)
)
\
\
)
1
1
1)
0,10 !
\
1
\
Y
=
005 1 o anad
‘/
000 T T T -—
0 1 2 ; 3 Stdn. 18
Zeijt —>

Abb. 1. Zeitliche Abnahme der Extinktion infolge Zellwand-
abbau durch Lysozym (Parameter: Lysozymkonzentration).
Zeiss-Elko-Photometer, Rotlicht.
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Losung von Ammoniumacetat erhdlt man bei 0,1-m.
Lésung vollstandige Lysis der Zellen.

3.FixierungundEinbettungderDiinn-
schnitte. Nach bewdhrten Verfahren?® werden die
Zellen in gepufferter salzhaltiger 1-proz. 0sO,-Losung
fixiert und in Vestopal 3 eingebettet. Durch Verlang-
samung des Austausches von Aceton durch Vestopal
iiber mehrere Tage erzielt man mit den die Bakterien
bzw. Protoplasten enthaltenden Agarblockchen (nach
Osmium-Uranylacetat-Behandlung bei py 6) die brauch-
barsten Resultate. Diinnschnitte wurden mit Glasmes-
sern und verschiedenen Mikrotomen (nach Vogell,
nach Porter-Blum und LKB-Ultrotome) her-
gestellt. Serienschnitte konnen mit dem Ultrotom regel-
malig erhalten werden und sind in der Regel gleich-
miflig dick: erstens weisen die Schnitte auf Wasser
schwimmend im reflektierten Licht den gleichen Grauton
auf, zweitens zeigen sie im Elektronenmikroskop etwa
den gleichen Kontrast gegeniiber der Trigerfolie
(Formvar bzw. Mowital F* + Kohle). Daher 1aBt sich
aus vollstindigen Serienschnitten durch kugelférmige
Gebilde aus deren Durchmesser und der Schnittzahl
die Schnittdicke (z. B. von 200 A oder mehr) errechnen.

4. Die Spreitung von DNS-haltigem
Material in Proteinfilmen (Proto-
plasten). Sie wird in gleicher Weise wie bei extra-
zellulirer reiner DNS vorgenommen 19-31:32 (Abb. 2).
Sie bietet gegeniiber den Verfahren, reine proteinfreie
DNS darzustellen 3% 34 Vorteile %>. Dieses Vorgehen wird
als Standard-Methode bezeichnet. Das Protoplasten-
Préparat wird in 1-m. Ammoniumacetat, pg 5, ohne
weitere Reinigung, also mit Lysozym und Zellwand-
bruchstiicken, mit 1-m. Ammoniumacetat, pyg 7, um das
10-fache, und mit Cytochrom ¢, 0,01% Endkonzentra-
tion, im gleichen Medium auf maximal das 100-fache
verdiinnt. Dadurch erreicht man, dafl die Protoplasten
nach der Spreitung sicher einzeln liegen. Die Spreitung
erfolgt im Langmuir-Trog auf 0,1-m. Ammonium-
acetat, pp7, wobei die spreitfdhige Suspension
(0,25ml) von der wasserbenetzten Glasfliche eines
Objekttrigers als Ablauframpe auf 550 cm? Wasser-
oberfliche abgeschwemmt wird 3. Nach Ausbreitung des
Films wird er auf 300 cm? (entsprechend 1,2 m?/mg
Cytochrom ¢) langsam bis zu einem Schub von 0,1 bis
0,3 dyn/cm komprimiert. Die geringe Konzentration
der Protoplasten ergibt weder eine FilmvergroBlerung
noch Anderungen in den Kraft/Flichenkurven 35. Der
Film ist dann fiir lingere Zeit stabil und kann durch
Adsorption an die Kohleschicht einer horizontal gehal-
tenen, befilmten Objektblende zum ElmiskopI (Sie-
mens-Elektronenmikroskop) iibertragen werden. Auch
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hier ist die Isopentan-Methode niitzlich 36: Entfernung
des Wassertropfens durch Athanol 30 Sek., dieses durch
Isopentan (99% rein) 10 Sek., lufttrocknen (s. Abb. 2).
Die freie Fliche der Objektblende ist 1-0,1 Millimeter.

M. LYSODEIKTICUS PROTOPLASTEN
Lysozym Verdinnung

Kultur Waschen 51075 g/ml  m.Cytochrom ¢
37°, 30°

A/‘\*A*/

sRzllEls

in 1m Ammoniumacetat, pH 5

Extinktion: 0,8 04 <01

Spreitung,
Lysis, Film,

I:Kampre'ssion bis 0,1 dyn/cm

—;——— Ubertragung :l
Barriere

v

Substrat: 01m Am.Ac, py 7

Trog
Pt-Blende —
Form::rfc_, ] _’[ 1 "

Substrat —>\\/ CyHs OH | |iso-CsHyz

Abb. 2. Priparationsschema fiir die elektronenmikrosokopi-
sche Darstellung von gespreiteten Protoplasten.
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Da sich im Ausgangspriparat ca. 10% Protoplasten pro
ml befinden, ergibt sich aus den obigen Daten in Uber-
einstimmung mit der Beobachtung, dafl pro Objekt-
blende im Mittel grolenordnungsmiflig 1 gespreiteter
Protoplast aufgenommen wird. Aus Vorversuchen ergab
sich, dal der Cytochrom-c-Film gleichmifig mit Proto-
plasten besetzt ist. Die Platinbedampfung wird durch
Rotation des Objekts allseitig unter einem flachen Win-
kel von 6 bis 10 Grad (Abstand 13 cm Objekt-Bedamp-
fungsquelle)  vorgenommen (Kegelbedampfung ®7).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen werden in der
Regel bei 8000-facher (Ubersichtsaufnahme) oder
80 000-facher VergroBerung (hochauflosende Aufnah-
men) auf Perutz-Kontrast-Platten gemacht.

5. Herstellung der DNS aus M. lysodeikti-
cus. Wie vorher angegeben, werden zunichst Protopla-
sten dargestellt. Solange sie intakt vorliegen, bleibt

36 Nach D. Perers: vgl. 1. c. 3%

37 L. Remver, Elektronenmikroskopische Versuchs- u. Pripa-
rationsmethoden, Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-Hei-
delberg 1959, S. 186.

38 J. P. Greenstelx u. M. L. Hover, J. biol. Chemistry 82, 457
[1950].

39 G.Zusay u. P.Dory, Biochim. biophysica Acta [Amster-
dam] 23, 213 [1957].

40 N. Sugoka, J. Marmur u. P. Dory, Nature [London] 183,
1429 $#1959].
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auch die darin befindliche DNS intakt. Jedoch ist zu
beachten, da3 die Protoplasten zerfallen, und zwar um
so schneller, je unphysiologischer das umgebende Me-
dium ist. Sind sie erst einmal zerfallen, so attackieren
die dabei frei gewordenen Enzyme u. a. auch die makro-
molekulare Struktur. Daher ist es sehr wichtig, mit der
Auflosung der Protoplasten moglichst gleichzeitig die
DNS-abbauenden Enzyme (Desoxyribonucleasen), die
schon in geringen Konzentrationen in freiem Zustand
Aktivititen entwickeln, zu hemmen, Das nichste Ziel
ist die Denaturierung dieser Enzyme und ihre nach-
folgende Abtrennung von den DNS-Makromolekiilen.
Leider sind die DNasen wie auch andere Proteine 3839,
in Gegenwart von DNS besonders stabil. Nach allen
Erkenntnissen ist es einleuchtend, dal eine DNS-Dar-
stellung ohne Stérung durch DNase-Angriff nur an-
gendhert erreicht werden kann, und zwar:

1. Durch Einstellung eines geeigneten pg-Wertes

Wir wahlten pg 7. Die sauren DNasen sind dabei
teilweise gehemmt. Eine weitere Hemmung erfahren sie
durch Salzzusatz.

2. Durch Anwendung von Komplexon

Die neutralen DNasen bediirfen des Mg2® fiir ihre
Aktivitdt. Dieses wird durch Athylendiamintetraacetat
(EDTA) komplex gebunden.

3. Durch Anwendung von Detergens

Natrium-dodecylsulfat disoziiert DNS-Protein-Ver-
bindungen, also auch DNS-DNase-Komplexe. Es dena-
turiert ferner Proteine.

4. Durch Anwendung von Hitze

Reine Bakterien-DNS besitzt einen scharfen Schmelz-
punkt, unterhalb dessen sie thermostabil ist ?. Da die-
ser Schmelzpunkt eine Funktion des Guanin-Cytosin-
Gehaltes ist und die DNS aus M. lysodeikticus
besonders reich an dieser Basenkombination ist
[(A+T)/(G+C) =0,4442], darf man mit einer
hohen Hitzestabilitit rechnen (ca. 80 °C). Temperatu-
ren von 65 °C diirften zur Denaturierung der Ferment-
proteine beitragen, ohne die DNS zu schiadigen.

Aus diesen Uberlegungen wurde bereits friiher 43 ein
hier modifiziertes Verfahren entwickelt:

Bereitung einer Losung A-

1 Vol. Athylendiaminotetraacetat-di-natriumlésung
8-proz. + 1 Vol. Na-dodecylsulfat * als 10-proz. Lo-
sung in 40-proz. Athanol.

Das Ganze wird gemischt und mit K;CO;3 neutrali-
siert (pg 7,0+ 0,2) + 8 Vol. dest. Wasser.

41 K. Y. Lee, R. Wanr u. E.Barsu, Ann. Pasteur 91, 212
[1956].

2 J. Josse, A.D.Karser u. A. Korssere, J. biol, Chemistry

236, 864 [1961].

G. Kierer, R. Kierer, G.Zaunxy u. R. K. Zanx, Biochem. Z.

334, 49 [1961].

* Den Deutschen Hydrierwerken GmbH und Herrn Dr.
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Die Losung wird jetzt erwarmt, bis der gesamte Al-
kohol entwichen ist und dann auf ca. 100 °C gebracht.

Losung B

2,5 Vol. Protoplasten-Suspension (ca. 2108 Pr./ml)
in einen groflen Erlenmeyer-Kolben mit hitzebe-
staindigem Nichtmetall-Riihrer geben.

7,5 Vol. dest. Wasser zufiigen, rasch Riihrer einschal-
ten, schnell 100 °C heie Losung A zugeben und in
ca. 5 Sek. homogen riihren. Dabei muf} heftiges Wir-
beln vermieden werden.

Sollte die spezifische Viskositit (bei ca. 23 °C) iiber
3 liegen, so wird mit 5-proz. Detergens-Losung ent-
sprechend verdiinnt, Zu der so eingestellten Losung
wird unter vorsichtigem Riithren NaCl zugefiigt, bis
eine Endkonzentration von 10% erreicht ist. Bei —2
bis 0 °C wird ca. 15 Stdn. gehalten. Die sich abschei-
denden groben Schollen gelben lipoiden Materials wer-
den entfernt. Ein Niederschlag aus denaturiertem Pro-
tein und Dodecylsulfat wird durch langsame Filtration
(nicht forcieren!) abgetrennt (KS-Filterschichten Fa.
Seitz).

Im klaren Durchlauf befinden sich: fast alle DNS,
etwas RNS und Protein sowie viele niedermolekulare
Anteile der Protoplasten.

Soweit hat die bisher beschriebene Methode die DNS
weitgehend vor enzymatischem Angriff geschiitzt, der
Gefahr der mechanischen Zerkleinerung der fadenfor-
migen Molekeln kann aber nicht annidhernd in gleichem
Male begegnet werden. Jedesmal wenn die DNS-Mole-
keln einem Stromungsgradienten unterworfen werden
(Stromen, Riihren, Filtrieren, Zentrifugieren usw.),
zerbrechen sie in kleinere Stiicke. Diese haben eine
charakteristische Lingenverteilung, bei denen in giin-
stigen Fillen die mittleren Lingen der einzelnen Ban-
den im Verhiltnis ganzzahliger Vielfacher zueinander
stehen 26 31, 44 Damit ergibt sich auch eine Erklirung
fiir die relativ einheitlichen mittleren Mol.-Gew. der
meisten beschriebenen DNS-Sorten.

Fiir die weitere Reinigung der DNS stellt sich hier
das Problem: mit wieviel Schritten wird das Endziel
erreicht und wie weit wird bis dahin die mittlere mole-
kulare DNS-Lénge abgesunken sein?

Fiir uns war es wichtig, moglichst die morphologische
Kontinuitit von den fidigen Gebilden der Protoplasten
bis zu den moglichst reinen Pridparaten zu demonstrie-
ren.

Wir haben daher das klare Filtrat in kleinen Portio-
nen in —5 °C kaltem 60-proz. Athanol eingegossen,
um die DNS zu féllen. Das fddige Material, das mog-
lichst feinflockig und ohne Verklumpung ausfallen soll,
wird noch mehrmals mit frischem 60-proz, Alkohol ge-
spiilt, um alles Reagenz zu entfernen, dann nach vor-
sichtigem Ablaufenlassen ein Aliquot in 1-m. Ammo-
niumacetat gelost und wie bei anderen Priparaten 3!
zur Elektronenmikroskopie verwendet (Prdparat Ly).

4 E. Burcr u. A. D. Hersnuey, Biol. Proc. 1961, 148.
45 E. KerLexsercer, Growth of Bacteriophage, 9. Sympos. Soc.
gen. Microbiol.. S. 11, (1960).
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Der Rest des Gefillten wird in 1% NaCl+0,1% EDTA
gelost, mit Detergens bis zu 5% und NaCl ca. 10% ver-
setzt (pu5) ! und dann in der Kilte neuerlich lang-
sam (ca. 10 Stdn. lang) filtriert. Der klare Durchlauf
wird wie bei L, mit kaltem Athanol gefillt, gewaschen
(Priparat L) und zur elektronenmikroskopischen Dar-
stellung verwendet.

Trocknung nach Spiilen mit absolutem Alkohol und
anschlieBendem Spiilen mit Ather in der Kilte ist mog-
lich. In getrocknetem Zustand in der Kélte aufbewahrt,
verliert das Pridparat im Laufe von Monaten an mitt-
lerer Liange, besonders bei den extrem langen Féden,
und zeigt zunehmend Denaturierungsstellen. Auch in
gelostem Zustand fanden wir bisher keinen Weg, den
makromolekularen Charakter iiber Monate unverandert
zu erhalten.

Hydrolyse und Chromatographie zeigten keinen
Uracil-Flecken (RNS-Gehalt unter 4%) und nur einen
Glycin-Flecken (Proteingehalt unter 3%).

Nach Behandlung mit DNase I (Worthington),
5 ug/ml, pg 7, 0,05-m. Mg2®, 0,005-m. Ca®® geht die
Sdurefillbarkeit spitestens nach 2 Stdn. verloren. Die
Feulgen-Reaktion ist stark positiv. Es handelt sich
bei dem Préparat L, also um eine relativ reine DNS.

Resultate und Diskussion

1. Diinnschnitte

Durch Ziichtung von Bakterien in NaCl-haltigem
Néhrmedium 2° erhdlt man intrazellulir konden-
sierte, zentralliegende Regionen gegeniiber dem
randstandigen Cytoplasma. Sie sind durch das Feh-
len von Ribosomen ausgezeichnet und haben klei-
nere elektronenoptische Dichte als das Cytoplasma.
Dies trifft auch fiir Staphylokokken zu 26. Die Orte
geringen mittleren Kontrasts kann man mit ,,Nucleo-
plasma“ oder Nuclearregion bezeichnen. Durch die
grofle Forminderung des Bakterienkerns in einzel-
nen Zellindividuen (z. B. in Ruhe- und Wachstums-
stadien, nach Phageninfektion 45, nach Chloramphe-
nicol-Behandlung 46) und der groflen Konzentra-
tions-Unterschiede im Cytoplasma (hauptsédchlich
Proteine und RNP-Partikel) treten regelmiflig keine
definierten, scharf umgrenzten Bezirke auf. Man er-
hélt auch oft bei Bakterienschnitten nur Andeutun-
gen von Nuclearregionen, zuweilen erkennt man nur
einzelne Fadenaggregate. Bei in Teilung begriffenen,
rasch wachsenden Bakterien konnen auch die zentra-
len Orte durch ein kontrastreiches, oft granulér oder
nahezu homogenes cytoplasmatisches Material so

46 E. KeLLenBerGeRr, A. RyTter u. J. SEcuaup, J. Biophys. Bio-
chem. Cytol. 4, 671 [1958]. s
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iberdeckt werden, dal weder Einzelfiden noch Nu-
clearregionen deutlich erkennbar sind. Nur eine
cytoplasmatische Aufhellung, bzw. in extrem diin-
nen Schnitten eine Verflechtung von granuldrem und
fadigem Material, deutet den intrazelluliren DNS-
Pool an?$. Das Erscheinungsbild des Bakterienzell-
kerns hingt nicht allein von der unterschiedlichen
intracytoplasmatischen Materialfiillung, also von
Wachstumsphase und Syntheseleistung der Zelle ab.
Es iberlagern sich die Eigenheiten der kontrast-
gebenden, mehr oder weniger spezifischen Fixierung
und Einbettung, die Einfliisse der Schnittdicken und
Eigenschaften der elektronenmikroskopischen Ab-
bildung.

Die Chancen, einzelne DNS-I'aden im Bild zu er-
kennen, sollen am einfachen Modell etwas naher ab-
geschitzt werden. Zur Vereinfachung sei angenom-
men, dal es sich erstens um statistisch ungeordnete
gerade Faden ohne gegenseitige Behinderung han-
delt, die zweitens sehr lang im Vergleich zur Schnitt-
dicke D sind. Die in Abb. 3 dargestellten Faden
haben auf D bezogene Bildlingen von I/D=tg¥.

Ldngenverteilung_im Bild

‘D/Yz'

I-Verteilung

0 ZDI 4D

Abb. 3. Schema der Abbildung von Féaden in Diinnschnitten

(ohne Beriicksichtigung der elektr.-mikr. Vergroerung) und

berechnete Bildldngenverteilung (Bildlinge in Einheiten der
Schnittdicke D).

Deren Verteilung sei gesucht. Die statistische Anord-
nung ohne gegenseitige Behinderung bedeutet, dal3
keine Lage im Schnitt bevorzugt ist. Daraus folgt
die Richtungsverteilung (die infinitesimale Wahr-
scheinlichkeit dW (¢#) dafiir, daB der Faden im
Schnitt einen Winkel zwischen ¢ und ¢+ dd ein-
nimmt, dividiert durch den infinitesimalen Winkel
d¥) aus einer geometrischen Uberlegung als

diW&z(;?l = é sin ¥ . (1)

Die Bildlangenverteilung ergibt sich dann mit der
Beziehung

dwD) AW (®) = dd

d(@/p)y 49 d(/D)
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zu (vgl. Abb. 3)
awap) _ 1 Uyp
d@) 2 yp+ o

Die Lingen 1=D/V/2, entsprechend einem Winkel
¥ =235°, sind die hiufigsten. Fiden, die linger als
einige Vielfache der Schnittdicke sind, wiirde man
nur selten finden. [Auch hier erweist es sich als
niitzlich, die Schnittdicken anzugeben. Bei ungenii-
gender praparativer Differenzierung (dichte Pak-
kung, dichtes Zwischen- oder Anlagerungsmaterial)
und sehr diinnen Schnitten kann u. U. das fadige
Aussehen im Bild zugunsten einer Granulierung
oder einer nahezu homogenen Struktur verlorenge-
hen, zumal auBlerdem der Bildkontrast mit wachsen-
dem ¥ abnimmt.] Der Nachweis oder gar die objekt-
getreue Abbildung eines quergeschnittenen Fadens
(9~0) ist ebenfalls ein seltenes Ereignis. Denn fiir
die echte Querschnittsabbildung muf} man bei einer
elektronenoptischen Auflésung ¢ fordern, dal o
nicht groBer ist als etwa ¢/D. Die Wahrscheinlichkeit
dafiir ist aber nach Gl. (1) (¢ < D):
/D

W (¢/D) =2f; sind d9~ o (¢/D)*.
0

(2)

Hieraus ergibt sich, daB z.B. fiir D=500 A und
¢=10 A unter 5000 angeschnittenen Fiden nur eine
reelle Querschnittsabbildung im Mittel maoglich ist.

Die bei der Ableitung gemachten Annahmen sind
im Bakterienzellkern nur ungeniigend erfiillt. Weder
ist die Lage der Fadenstiicke voneinander unabhéan-
gig, noch sind die Féaden gerade. Der letzte Umstand
1Bt jedoch keine wesentliche Anderung im Typ der
Lingenverteilung erwarten. Dagegen konnte die
wechselseitige Behinderung infolge hoher DNS-Kon-
zentration in der Nuclearregion bei den einzelnen
Bakterien zu teilweise geordneten Aggregaten
(Strangen) Anlal} geben, wie sie oft auch gefunden
werden (Abb.4 %), deren allgemeiner Verlauf in
Serienschnitten verfolgt werden kann (Abb. 5).

Nimmt man den Durchmesser eines intrazellula-
ren DNS-Fadens (einschliellich angelagerter Pro-
teine und ,,Firbesubstanz®) mit 30 A an, konnen
bis zu ca. 10 Fadenschichten in einem Schnitt von
300 A aufeinander liegen. Bei dieser dichten Pak-
kung wird es nicht moglich sein, die Einzelfdden zu
erkennen, da kaum noch ein Kontrast zur unmittel-
baren Umgebung vorhanden ist. Umgekehrt kann

* Abb.4—9s. Tafel S. 736 a—d.
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man bei Erkennbarkeit von Einzelfdden sagen, daf}
diese in einer anderen Substanz bzw. Flissigkeit
locker eingebettet sind.

Bei der Kenntnis des durchschnittlichen DNS-
Gehaltes einzelner Bakterien, des aus Serienschnit-
ten erhaltenen Volumens der Nuclearregion und
einigen Annahmen tber den Fixierungsprozel3, der
mit einer Proteineinlagerung an die Faden verbun-
den ist!?, kann man auf die Raumbesetzung schlie-
Ben. Die Berechnung des DNS-Gehaltes von Micro-
coccus lysodeikticus © ergibt ca. 1071* g pro Zelle,
die in einem durchschnittlichen Volumen (z. B. nach
Abb.5) von 3-107'* ¢cm® untergebracht sind. Bei
einem spezifischen Volumen von ca. 1.5 cm®/g (un-
ter Einschlufl eingelagerter osmiophiler Proteine)
erhilt man an Hand von Aufnahmen etwa das Vier-
fache des fir die DNS-Makromelokiile zur Verfi-
gung stehenden Raums. Es ist wohl denkbar, dal}
auch darin sich die Pleomorphie des Nucleus aus-
driickt; physiologisch oder artifiziell bedingtes Ver-
halten der Fadenmolekiile kann zu Heterogenititen
in der Raumerfillung fithren. Nach den seither er-
haltenen Untersuchungsergebnissen scheint jedoch
bei sehr verschiedenartigen Bakterien eine gleich-
formige Erfillung dieses Raumes, gewissermallen
durch flotierende Féaden, die Regel zu sein. Bei rasch
wachsenden Staphylokokken, in der log-Phase der
Vermehrung, werden diese Riume mit cytoplasmati-
schem Material, insbesondere Ribosomen, zusitz-
lich angereichert 27.

2. Gespreitete Protoplasten

Da relativ stabile Zellwédnde von Bakterien oder
Reste davon eine Ausbreitung intrazellularen makro-
molekularen Materials beim Spreiten verhindern, ist
die Umwandlung von kugeligen Teilchen in stirker
aufgelockerte Gebilde nur mit zellwandfreien Proto-
plasten maoglich. Der rasche und vollstdndige Abbau
der Zellwand durch Lysozym gelingt besonders gut
bei Micrococcus lysodeikticus 2% 28, Schon die Dar-
stellung dieser Protoplasten in Diinnschnitten ergibt
eine unterschiedlich starke Auflockerung der Nu-
clearregion (Abb. 6). Dies bedeutet, dafl der DNS-
Inhalt in eine gegentiber intakten Bakterien (Abb. 5)
aufgelockerte Form iibergehen kann, wenn die raum-

47 P. H. Horscuxemer, Proc. Europ. Regional Conf. Electron
Microscopy, Delft 1960, S.1028 (Eds.: A. L. Houwink a.
B. J. Seit).

48 R. W. Horse u. A. P. Warersoy, J. Mol. Biol. 2, 75 [1960].
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beengende Zellwand ganz oder teilweise entfernt ist.
Dies wurde nicht nur an Micrococcus lysodeikticus,
sondern auch an anderen Bakterien (z.B. E. coli-
Sphiéroplasten 7) gefunden. Nach der Fixierung
sind bis zur Einbettung zusitzlich kleine intrazellu-
laire Materialverschiebungen — trotz der anfangs
angewendeten hypertonen Losung — moglich.

Eine viel weitergehende Auflockerung gelingt bei
Anwendung des Spreitungsverfahrens nach der Stan-
dardmethode (Abb. 7). Man erhilt von jedem ge-
spreiteten Protoplasten einen zusammenhidngenden
zweidimensionalen ,,DNS-Knéduel“, dessen Durch-
messer etwa das Zehnfache des urspriinglichen Proto-
plasten betrdgt. Die Spreitungskrifte sind in der
Regel geringer als die Stabilitit des DNS-Faden-
systems, da Briiche sehr selten beobachtet werden.
Dieses Fadensystem kann vor allem in den Auflen-
zonen untersucht werden (Abb. 8). Die Bilder zei-
gen regelmiBig eine zentrale vielfache Uberlagerung
von Einzelfiden, die in der Peripherie des Knéuels
ricklaufig sind. Diese Strukturen werden durch die
Spreitung verursacht, da man in Suspensionen bis
vor dem Abschwemmen nur kugelige Protoplasten,
und sehr selten Zelltrimmer im Phasenkontrast-
mikroskop erkennt. Von letzteren konnen die gele-
gentlich zwischen einzelnen gespreiteten Protoplasten

liegenden DNS-Féaden herriihren.

Die peripher stets vorhandenen Schlaufen kénnen
breit (Abb. 7) oder in engen meist verdrillten Stik-
ken zu liegen kommen (Abb. 8). Diese verdrillten
Bereiche miissen vor der endgiiltigen Ausbildung
zum zweidimensionalen Film entstanden sein, da
eine Rotation zweier Fiden um ihre gemeinsame
Léngsrichtung nicht moglich ist, wenn sie im ober-
flichen-denaturierten Proteinfilm fixiert sind. Zwei
verdrillte DNS-Fiaden (Abb. 8 a) ergeben eine Zick-
Zack-Linie, wie sie ahnlich als Helixstruktur bei
RNS-haltigen Virusarten (Mumps-, Newcastle- und
Sendai-Virus % 4%) mit der Methode des Negative
Staining % %! gefunden wurde. Thr mittlerer Durch-
messer ist aber nicht einheitlich, man erkennt auch
Schlaufen zweier Einzelfiden. Diese zeigen jedoch
wohl keine weiteren Details mehr. Hier liegt auch
die Grenze der bei Schrig- und Kegelbedampfung
bisher erreichten Auflésung von Punktstrukturen:

49 R. W. Horxg, A. P. Watersox, P. Wirpy u. A. E. FArxuAM,
Virology 11, 79 [1960].

50 C. E. Haiy, J. Biophys. Biochem. Cytol. 1,1 [1956].

51 H. E. Huxtey, Stockholm Conference on Electron Micro-
scopy 1956, S. 260 (1957).
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I

Abb. 4. Diinnschnitt von Staphylococcus aureus, Stamm S.A.B. in 1-m. NaCl enthaltendem hrboden gewachsen. Vergrofie-

rung: 110 000-mal. Schnittdicke ca. 200 Angstrom-Einheiten. ZW: Zellwand. CM: Cytoplasma-Membran. N: Nuclearregion.

Abb. 5. Serienschnitte (a bis h) von Micrococcus lysodeikticus. Vergriofierung: 51 000-mal. D: Dichtes Korperchen. CM:
Cytoplasma-Membran. Durchschnittliche Dicke ca. 270 Angstrim-Einheiten.

Zeitschrift fiir Naturforschung 16 b, Seite 736 a.




Abb. 6. Diinnschnitt von Protoplasten von Micrococcus lysodeikticus. Vergriflerung: 82 000-mal. CM: Cytoplasma-Membran.
D: Dichtes Kiorperchen. Schnittdicke ca. 250 Angstrom-Einheiten. Wechselnder Gehalt an DNS-Fiaden im Zentrum.

Zeitschrift fiir Naturforschung 16 b, Seite 736 1,
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8. Peripherie eines gespreiteten Protoplaste grifferung: 60 000-mal. Lang auseinander gezogene Fadenpaare, am
Ende stets Schlaufen. Teilbild a: 96 000-mal. Verdrilltes DNS-Fadenpaa
9. Aus Micrococcus lysodeikticus gewonnene gespreitete DNS. Vergroflerung: 34 000-mal.
gereinigt. b: Prdaparat 1., hither gereinigt.
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Bei hoheren VergroBerungen stellen sich die Faden
als Spur von Platinkristdllchen (mittlerer Durch-
messer verschiedener Priparationen 15 —20 A) ent-
lang dem kontrastarmen und daher unsichtbaren
DNS-Faden dar. Dal die Durchmesser der Einzel-
fiaden verschiedener Préparationen variieren (70 bis
130 A, vgl. Abb. 7 bis 9), ist eine Folge derjenigen
Parameter der Pt-Kontrastierung (z. B. Mengenver-
teilung im Bedampfungsstrahl, effektiver Aufdampf-
winkel), welche durch ihre schwer kontrollierbare
Inkonstanz die pro Flicheneinheit auf dem Objekt
deponierte Platinmenge verdndern und zusammen
mit den adsorptiven Eigenschaften des Objektes die
fiir die Auflosung entscheidende Platin-Korngrofe
mitbestimmen. Sicher ist die Anlagerung von Pro-
teinen oder ahnlichen Stoffen, wie sie natiirlicher-
weise in den Protoplasten oder bei Zusatz von Cyto-
chrom ¢ vorkommen, nicht die ausschlaggebende Ur-
sache fiir die Variation der queren Durchmesser.
Dies ergaben viele Versuche an hochgereinigten
DNS-Préparaten und Zugabe verschiedener Mengen
von Cytochrom ¢ und anderen Proteinen, wie Rin-
derserumalbumin 3% 32, Ahnliche Grenzen der Auf-
losung ergeben auch Verfahren mit Phosphorwolf-
ramsduren und Wolframaten 30752,

Kontrolliert man, durch Variation der py-Werte
zwischen 7 und 5, die Konstanz der einzelnen Pra-
parationsschritte beziiglich des Ergebnisses mit der
Standardmethode (s. Methodik 4), so erhidlt man
nur bei der Lysozymeinwirkung pp 5 gespreitete
Protoplasten, die entsprechend Abb. 7 auf zusam-
menhingender Flache noch ,vollstindig” sind. Bei
Verschiebung der py-Werte zum Aktivitatsoptimum
einiger Enzyme, insbesondere Nucleasen, hin treten
mehr oder weniger auseinandergezogene Féaden auf.
Die verschiedenen Versuche lassen sich tabellarisch
zusammenfassen (Tab. 1):

Sobald man die Lysozymbehandlung oberhalb
pr 5 vornimmt, erhalt man Effekte, die erst bei der
Spreitung sichtbar werden. Im Lichtmikroskop er-
kennt man nur Protoplasten (aufler bei e). Unter-
halb py 5 treten mit Cytochrom ¢ und DNS oder
anderem Material nicht filmbildende Prizipitate in
Losung auf, so daf} die Spreitfahigkeit der Suspen-
sion rasch abnimmt.

52 H. E. Huxtey u. G.Zusay, Proc. Europ. Regional Conf.
Electron Microscopy, Delft 1960, S. 703, (Eds.: A. L. Hou-
wink a. B. J. Seit).

53 D. Evson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 36, 372
[1959].
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Lysozym.- Spreitung
wirkung auf
S 7ﬁolar.‘ Substrat Ergebnis
bei Am, | (01-m.)
PH
Ac. PH
a 5 1 7 Protoplasten rund, be-
grenzt
b 7 1 7 | Einzelne lange, auch kiir-
| | zere Faden
c 7 1 5 | Einzelne lange, selten
kiirzere Faden
d 5 |1 5 Protoplasten rund, be-
grenzt
e 5 0,1%* 7 Viele, oft zusammen-
hiangende Faden

Tab. 1. Versuch a = Standardmethode. Vor der Spreitung
Verdiinnung (1 : 100) und Cytochrom c-Zusatz (0,01%) bei
gleichbleibender Molaritit. * Keine Protoplasten im Phasen-
kontrastmikroskop sichtbar, bei a—d sonst vorhanden.
Am.Ac = Ammoniumacetat.

Dieser py-abhiingige weiterreichende Zerfall 1af3t
sich wohl morphologisch nicht nidher analysieren.
Da dabei auch sehr lange DNS-Fiaden zerkleinert
werden, wird man hier eine Aktivierung von Des-
oxyribonucleasen (DNasen) in Betracht ziehen,
beim Zerfall von Ribosomen auch Ribonucleasen
frei werden °* %%, Da die Losungen nur Ammonium-
acetat als Losungsmittel enthalten, sind solche Er-
scheinungen leicht zu verstehen auf Grund der be-
kannten Empfindlichkeit der Ribosomen gegeniiber
einem Defizit an Mg2?® %5. Beim Zerfall von Proto-
plasten bei py 7 werden latente RNase- und DNase-
Aktivitaten frei, wiahrend bei pg 5 die Aktivitat die-
ser zelleigenen Nucleasen noch gering ist. Wahrend
des Spreitungsvorgangs verdndern sie die pg 7-
Protoplasten so, dal im endgiiltigen Bild des Pro-
tein-Mischfilms die DNS auseinandergezogen, z. T.
auch zu unterschiedlichen Bruchstiicken verkiirzt er-
scheint. Bei diesen Fidden sind ebenfalls in unter-
schiedlichem Malle Ribosomen und weiteres cyto-
plasmatisches Material in néchster Umgebung im
Film verteilt. Nach der Lysozym-Einwirkung pg 5
lassen sich ebenfalls noch pg-Verschiebungen bis 7
in der Protoplasten-Suspension vornehmen; diese
haben aber dann keinen oder nur einen geringen
Effekt auf die Entknduelung. Im Lichtmikroskop
sind auch hier, bis zum Abschwemmen der Protein-

54 D. Euson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 207,
216 [1958].
55 R. B. Roserts, Ann. New York Acad. Sci. 88, 752 [1960].
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losung auf dem Substrat, stets intakte Protoplasten
vorhanden.

In Analogie zur Wirkung natiirlich vorhandener
Nucleasen-Aktivitdten erhélt man einen raschen Zer-
fall der DNS-Féden zu sehr kurzen DNS-Stiicken,
wenn man Ribonuclease (10 bzw. 50 ug/ml, py 7,
1-m. Ammoniumacetat) auf Protoplasten in Suspen-
sion einwirken ldft. Dabei sind nach den seither
gewonnenen Abbildungen alle RINP-Partikel so-
weit abgebaut, daf} sie nicht mehr morphologisch als
typische Filmbestandteile in Erscheinung treten.

DNase (I, aus Rinderpankreas [Worthington],
10 ug/ml, 0,05-m. Mg®®, 1-m. Ammoniumacetat
pu 7. 22 °C) ruft bei sonst gleichen Ansitzen wie
bei den RNase-Versuchen einen so intensiven Ab-
bau der DNS-Fiaden hervor, dal man schon nach
10 Min. Einwirkungszeit tiberhaupt keine Faden-
stiicke mehr vorfindet. Selten treten nur bizarr ag-
gregierte, stark denaturierte fadige Konglomerate
auf, dhnlich denen beim kurzen Erhitzen der DNS

in Losung 6.

3. Direkte Beziehungen intakter
DNS-Fédden zu cytoplasmatischem
Material

Man findet sie, an Hand zahlreicher Diinnschnitte
und gespreiteter Protoplasten, weiter bestitigt 2% 23.
Der ganze DNS-Pool besteht, wie die zweidimensio-
nale Ausbreitung im Proteinfilm zu zeigen vermag,
wahrscheinlich aus nur einem oder einzelnen weni-
gen Fiaden, da freie Enden selten sind und meist
nur in Einzahl auftreten 17. Paarig nahe beieinander-
liegende Fadenenden, in einer (gedachten) Schlaufe,
weisen mehr auf einen priparationsbedingten Abrif3
hin. Das kann durch die Oberflaichenkrifte bei der
Filmbildung oder bei der Adsorption an die Trager-
Folie auftreten.

In Diinnschnitten verschiedenster Bakterien (z. B.
E. coli}:18:2% 45 Proteus 28, Salmonella typhimu-
rium %7, Staphylococcus aureus '™ 26, Mikrokokken 58,
Bacillus megaterium, subtilis und cereus 3962,
Streptomyces % u. a.) findet man, bei optimaler Fi-

%6 D. Laxe, A. Kuennscaminr u. R. K. Zanx, Proc. Europ. Re-
gional Conf. Electron Microscopy, Delft 1960, S. 686
(Eds.: A. L. Houwixk a. B. J. Spir).

57 A. Bircu-Axpersen, IV. Internat. Kongr. Elektronenmikro-
skopie, Berlin 1958, Bd. II, 44 (1960).

%8 W.vax Iterson u. C.F.Rosivow, J. Biophys. Biochem.
Cytol. 9, 171 [1961].

59 P. C. Firz-Janmes. J. Biophys. Biochem. Cytol. 8, 507 [1960].
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xierung der Nuclearregion?® am Rand der DNS-
Pools vielfach auch Stellen, in denen Fadenmaterial
in cytoplasmatische Bezirke tiberzugehen scheint.
Nur an den Orten, wo dieses der Cytoplasmamem-
bran bzw. der Zellwand dicht anliegt (Abb. 4), oder
wo fadenfreie Bezirke ohne das Cytoplasma-Material
vorhanden sind, fehlt der Kontakt. In der Zeitfolge
von Zellteilungen, bei der Reduplikation der DNS.
kann sich das sehr wahrscheinlich rasch dndern. Be-
sonders in wachsenden und sich vermehrenden Kei-
men wird die Nuclearregion im Schnittbild auf Ko-
sten einer diffus, z. T. auch granuldr erscheinenden
zentralen Zone von Cytoplasma verkleinert oder
ganz iiberdeckt 26, Hier scheinen also stirkere Wech-
selbeziehungen von DNS zu Cytoplasma zu bestehen,
im ,Ruhezustand“ oder bei Wachstumshemmung
z. B. durch NaCl differenzieren sich die nucledren
und cytoplasmatischen Regionen deutlich.

In zweidimensional ausgebreiteten Protoplasten
im Proteinfilm findet man die Ribosomen nicht aus-
schliefllich in der Peripherie. Sie liegen nicht nur
zwischen DNS-Faden oder -Strangen (Abb. 7), son-
dern sind auch in konzentrierter Form in flachigen
Ansammlungen vorhanden, die durch DNS-Schlau-
fen begrenzt sind '7. Bei dichter Packung besetzen
sie dann das ganze Areal, manchmal sind kleine
kompakte Anhédufungen vorhanden, aus denen die
Ribosomen in die Filmflache zu treten scheinen. In
anderen Arealen findet man kettenformig aggregierte
Gebilde. Diese konnen kurzen DNS-Stiicken dhneln,
lassen sich aber durch ihre Ketten-Glieder und Gro-
Benunterschiede meist deutlich davon abtrennen.

Die ribosomenhaltigen Anteile und weiteres cyto-
plasmatisches Material trigt zur Filmvergroflerung,
in ndchster Umgebung der DNS-Faden bei. Dafiir
spricht auch eine um die Protoplasten befindliche
Zone, die offensichtlich nicht dem Bild des Cyto-
chrom-c-Films entspricht.

4. Isolierungvon DNS aus Proto-
plasten von Micrococcus lysodeikticus

Der enzymatische Abbau von Bakterien erscheint als
ein besonders schonender erster Schritt auf dem Weg

60 W. vax Iterson, Proc. Europ. Regional Conf. Electron
Microscopy, Delft 1960, S.763 (Eds.: A.L.Houwnk a.
B. J. Seit).

61 W. van Iterson, J. Biophys. Biochem. Cytol. 9, 183 [1961].

P. Giessrecur, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektions-

krankh. Hyg., I. Abt., Orig. 176, 413 [1959].

% D. A. Hopwoop u. A.M. Graverr, J. Biophys. Biochem.
Cytol. 8, 267 [1960].
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zur Freilegung von DNS aus Micrococcus lysodeikticus
und anderen Bakterien zu sein 2% 4164 Zur Reindar-
stellung wurde der Zellwandabbau durch Lysozym kom-
biniert mit der Proteinabtrennung durch Dodecylsulfat.
Je schonender dies durchgefiihrt wird, umso ldngere
Fiden darf man dabei erwarten. Das je nach Erforder-
nis mit verschiedenen Préparationsschritten vorgehende
Verfahren 43 1iBt sich mit der morphologischen Dar-
stellung von DNS-Fdden in verschiedenen Reingungs-
stufen verbinden. Die ersten Schritte (einmalige Pro-
teinabtrennung) zeigen noch reichlich zwischen den
DNS-Fiden liegende, teils aggregierte Partikel (Abb.
9a), die bei weiterer und eventuell wiederholter Do-
decylsulfat-Behandlung ganz entfernt werden konnen.
Dabei bleiben die DNS-Fiden aber sehr lang, und lin-
ger als bei friiheren Priiparationen 19 26 35,

Andererseits entfernt man sich mit jedem Reini-
gungsschritt immer mehr von der urspriinglichen
Linge der Einzelfaden der Protoplasten. Sie sind
jedoch als ideale unverzweigte Féaden in beiden Fal-
len (Abb. 7, 8 und 9) morphologisch untereinander
gleich. Es besteht deshalb kein Grund, an der Iden-
titat der Protoplasten-DNS-Pools im Spreitungsbild
und daraus isolierter DNS zu zweifeln.

Die mit der Spray-Methode auf frisch gespaltenem
Glimmer (nach Havr 3334 65,66) erhaltenen Abbil-
dungen ergeben &dhnliche Auflésungen, wenn auch
diinner erscheinende Fiden. Sie sind nur einseitig
mit Pt beschattet, und es fehlt ihnen eine adsorbierte
Proteinschicht. Bei gleichzeitiger Bedampfung meh-
rerer Priparate aus verschiedenen Spreitungs-Pra-
parationen erhilt man einen brauchbaren Vergleich
der Faden in ihrer Breite. Voraussetzung ist jedoch,
daBl auch die Folien aus einer gemeinsamen Ferti-
gung stammen.

64 S, SpieceLman, A. I. Aronson u. P. C. Frrz-James, J. Bacte-
riol. 75, 102 [1958].
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SchluBfolgerungen

Die Befunde seitheriger morphologischer und bio-
chemischer Untersuchungen waren fiir die Fragen
der Anordnung und des Verhaltens der intrazellu-
laren Bakterien-DNS z. T. nur indirekt beweiskraf-
tig. Ebenfalls indirekt wurde durch ihr Verhalten
bei der Reduplikation und durch ihre Genfunktion
auf die Anordnung der DNS geschlossen. Auf Grund
unserer Versuche fiigen wir diesem Problemkreis
die folgenden Schliisse hinzu:

a) Die intrazellulire DNS-Ansammlung ist ein
dicht zusammenhéngendes, in der Regel zentral lie-
gendes Kniuel, das stufenweise praparativ aufge-
lockert werden kann. Thr raumlicher Ordnungsgrad
ist hoher als bei einer verdiinnten DNS-Losung.
Starkere Ansammlungen von cytoplasmatischem
Material in der Nuclearregion treten bei wachsen-
den und sich vermehrenden Bakterien auf.

b) In der protoplastischen Einheit der Bakterien-
zellen im ,,Ruhezustand®, d.h. in den einzelnen
Protoplasten befinden sich mit Sicherheit nur sehr
wenige, wahrscheinlich aber nur ein sehr langer
DNS-Faden. Es wurden in keinem Fall echte Ver-
zweigungen dieses DNS-Fadens gefunden.

c) Beim Zerfall, wie durch DNS-Isolierung in
vitro, oder bei Protoplasten-Priparaten unter un-
giinstigen Bedingungen, treten Fadenbruchstiicke
auf, die unterschiedliche Langen aufweisen. Etwa
gleich lange Fadenstiicke sind nie gefunden worden,
die gemessenen Lingenverteilungen weisen erheb-
liche Streuungen auf. Morphologisch gibt es weder
im DNS-Zellinhalt vorgebildete noch durch Prépa-
ration freilegbare einheitliche DNS-Anteile, denen
einheitliches Mol.-Gew. zuzuordnen wére.

65 C. E. Harw u. P. Dory, J. Amer. chem. Soc. 80, 1269 [1958].
86 P. Doty, J. MarmuRr, J. Erener u. C. ScuiLokravr, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 46, 461 [1960].



