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elektrostatisch positiv geladene Reaktionskompo-
nente fungiert und eine Hamagglutination durch
Virus dann zustande kommt, wenn die folgenden
Voraussetzungen erfullt sind:

1. Der IEP des Virus ist so gelagert, dafl in dem
fir die Titerbestimmung iiblichen py-Bereich eine
relativ hohe negative Ladung erwartet werden kann.

2. Die Lage des IEPs der Erythrocyten bzw. Zell-
receptoren garantiert einen maoglichst geringen
UberschuB an negativer Ladung im Mefbereich, der
durch Elektrolyt-Kationen weitgehend abgeschirmt
wird.

3. Die HA-hemmende Wirkung von Inhibitoren

ist ausgeschaltet, moglicherweise durch Verdringung
dieser Substanzen durch stirker positiv geladene
Erythrocyten, durch die Wahl eines giinstigen
pu-Wertes des Reaktionsmilieus oder durch irrever-
sible Inaktivierung.

Es ist beabsichtigt, die Versuche unter diesen Ge-
sichtspunkten fortzusetzen und es soll zunachst auch
besonders der O — D-Phasenwechsel im Hinblick auf
die physikalisch-chemischen Voraussetzungen fiir das
Zustandekommen der HA untersucht werden.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft
danken wir fiir die Unterstiitzung der Arbeiten.
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A nucleoprotein of a vitrous consistency was extracted from the gonads of the coalfish (Gadus
virens).

The preparation of deoxyribonucleic acid (DNA) from this nucleoprotein and from staphylococci
is described. Both of these different kinds of DNA have been mixed with bovine serum albumin or
cytochrom c respectively to produce solutions which subsequently were spread onto the Langmuir
trough under defined conditions.

After transfer of aliquots from the surface monolayers to carbon support films the preparations
were examined with the electron microscope. The micrographs show threads of various lengths, partly
stretched, partly folded in loops, consisting of DNA molecules embedded in a protein envelope.

Measurements and calculations of 5900 particles of the complex of Gadus virens-DNA-Albumin,
with relatively short threads show a distribution of discontinuous character. If length is plotted
against number then it occurs that there are maxima of different lengths of threads. The abscissae of
these maxima obey the ratio 1 : 2 : 4 : 8. This holds for longer threads too the maxima of which,

however, have smaller ordinate values.

Bei der Charakterisierung von DNS-Molekeln tritt
die Frage auf, wieweit bei einer Entfernung von
Begleitstoffen und komplex gebundenen Anteilen im
Verlauf der Priparation die Integritat der Makro-
molekiile gestort wird. Treten Anderungen im physi-
kalisch-chemischen Zustand auf, so wird das meist
auch eine Anderung der Funktion bedeuten. Dies
hat Zamexnor! am Beispiel des transformierenden

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft.
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Prinzips, vor allem von Haemophilus influenzae aus-
fiihrlich beschrieben. Die Angaben der Mol.-
Gew. 234 waren stets von summierenden Verfahren,
wie Ultrazentrifugation, Viskosimetrie und Licht-
streuung ausgegangen.

Mit der Darstellung von DNS-Molekeln durch das

Elektronenmikroskop 3¢ 7:8 konnte ein neuer Weg
beschritten werden, um Teilchengréflen und Varia-
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bilitit der monomolekularen Fiden niher kennen-
zulernen. Dem Verfahren ist aber bei einer kleinen
Auswahl von Fiden, wie sie in den seitherigen Pri-
parationen untersucht wurden, eine Grenze gesetzt.
Die Auszdhlung und Messung elektronenmikrosko-
pischer Aufnahmen fiihrt nur dann zu richtigen Teil-
chenzahlen und Langenverteilungen, wenn aus der
Gesamtheit eine reprasentative Beobachtungsreihe er-
halten werden kann. Der Vorbereitung fiir dieses
Ziel diente das an verschiedenen Objekten zuerst
qualitativ gepriifte Spreitungsverfahren % 1° von Pro-
tein-Mischfilmen. Hierbei wird eine verdiinte Pro-
teinlosung, welche die morphologisch darzustellen-
den Teilchen in Suspension enthilt, durch Spreiten
des EiweiBanteiles auf waliriger Oberfliche vom
dreidimensionalen Zustand (in bulk) in den quasi
zweidimensionalen Film (monolayer) iiberfiihrt'? 12,
Dann wird der Film mit geeigneten Methoden auf
elektronenmikroskopische Folien gebracht und mor-
phologisch untersucht. Geschieht das so, da} der
Film gleichméfig mit den zu untersuchenden Objek-
ten besetzt und die Fldche gemessen werden kann,
so 1Bt sich die Methode fiir Beschreibungen und fiir
eine quantitative Auswertung von langen fadigen
Gebilden wie DNS heranziehen 3.

Andererseits erleichtert die Elektronenmikrosko-
pie von DNS-Protein-Mischfilmen dadurch, da} sie
Gebilde von molekularer Grofle und daran aus-
gefiihrte Reaktionen sichtbar macht, unsere bio-
chemischen Priparationsmethoden. Man .wird stets
abwagen miissen, wieweit bei der ,Reindarstellung”
der DNS die Reinigung getrieben werden soll. Die
Entfernung der letzten Aminosdurereste geht stark
auf Kosten des makromolekularen Zusammenhangs.
Dabei spielt auch die Vorgeschichte eine wesentliche
Rolle, ob hier die Moglichkeit einer, wenn auch noch
so kurzfristigen Einwirkung von Desoxyribonucle-
asen (DNasen) gegeben war, ob Schwermetallionen
zugegen waren und ob zu niedrige Ionenstirke ge-
herrscht hat.

Wir gehen in dieser Arbeit von der Reinigung
des Ausgangsmaterials aus (Methodik: A), beschrei-
ben die Besonderheiten eines Nucleoproteins, schlief3-
lich die Gewinnung unterschiedlich hoch gereinigter
DNS-Praparate (B). Die Methodik der Oberflichen-

9 R. E. Hartmany, T.G. Green, J.B. Bateman, C. A. Sense-
~ey u. G. E. Hess, J. appl. Physics 24, 90 [1953].

10 A, Kieinscamior, Electron Microscopy, Proc. Stockholm
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11 H. J. Trurnir, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 4,
347 [1945].
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filme bis zur elektronenmikroskopischen Darstellung
(C) und die MeBmoglichkeiten an DNS-Protein-
Mischfilmen (D) werden dabei besprochen. Damit
erhalten wir eine Basis fiir die Untersuchung von
DNS-Préparaten mit DNasen verschiedener Her-
kunft und konnen versuchen, Reaktionsabliufe
daran zu studieren.

Morphologische Resultate und Diskussion

An vielen anderen Nucleoproteinen, die iiber eine
Zwischendarstellung der Spermatozoenkerne von
Fischgonaden gewonnen wurden, waren wir ge-
wohnt, daB sie in unloslichem Zustand Faserstruk-
turen aufwiesen. Bei der Reinigung von Seelachs-
gonaden (Methodik A, 1, 2) bildeten sich bei einem
Priparationsgang lichtmikroskopisch noch erkenn-
bare, im Elektronenmikroskop gut darstellbare
Plattchen aus (Abb. 1¥), die wir zum Unterschied
von einer echten kristallinen Struktur als glasartige
Bildung ansprechen mochten. Aus diesem und fase-
rig gewonnenen Nucleoprotein-Material wird dann
die DNS mit Hilfe von Detergens (Dodecylsulfat)
und Fillung in Athanol als faseriges Produkt er-
halten (B). Besonders die mehrfache Wiederholung
der letzten Schritte fiihrt schlieBlich zum Verschwin-
den der Begleitproteine bzw. Peptide, jedoch wird
dies mit einem Viskositatsverlust erkauft. Dies mag
die Niitzlichkeit zahlreicher Umféllungen und die
Trocknung mit Ather stark einschrianken.

Elektronenmikroskopisch zeigt sich mit der Me-
thode der Protein-Mischfilme (C, 3 —6) bei dieser
mehrfachen energetischen Nachreinigung ebenfalls
eine sehr starke Verkiirzung der DNS-Teilchen. Da-
bei war zunichst als spreitfahiges Protein Rinder-
serum-Albumin verwendet worden. In Abb. 2 treten
die kurzen Faden der hochgereinigten DNS grof}-
tenteils als wurstformig verdickte Gebilde auf, ge-
legentlich auch mit scheinbaren Verzweigungen. Bei
wesentlich ldngeren Teilchen von diesem und ande-
rem Ausgangsmaterial (wie Staphylokokken-DNS)
sieht man manchmal auch groflere Strecken dhnlicher
Auftreibungen (Abb. 3). Wir halten es fiir wahr-
scheinlich, dafl es sich hierbei um partiell denatu-
rierte Anteile der DNS handelt, wobei zwischen dem

12 H. Nerrer, Theoretische Biochemie, Springer-Verlag, Ber-
lin-Gottingen-Heidelberg 1959, S. 245.

13 A, Kreinscamior u. R. K. Zann, Verh. IV. Internat. Kon-
gress Elektronenmikroskopie, Berlin 1958, im Druck.

* Abb.1—5s. Tafel S. 772 a u. b.
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oberflachen-denaturierten Protein und den nicht ge-
ordnet angelegten oder freigewordenen Wasserstoff-
bindungen zwischen den Nucleobasen in der DNS
erhohte zusitzliche Wechselwirkungen resultieren.
Die kurzen und kontrastreichen ,, Wiirste* der Abb. 2
oder der Faden der Abb. 3 entsprechen dem DNS-
Albumin-Komplex. Die Mischung der DNS mit Al-
bumin (meist im Verhaltnis 1:1) war jedoch bei
den kurzen Fiden so bemessen, daf} viel mehr fiadiges
Material hitte vorhanden sein sollen. Deshalb miis-
sen wir annehmen, daf} es sich nicht um eine der Ge-
samtmenge dquivalente Flachenbesetzung handelt.
Ein Teil kann in Lésung gegangen sein, oder er tritt
im Albuminfilm nicht iber das Niveau der gesprei-
teten Proteinteilchen heraus.

In diesem Zusammenhang und bei weiteren Lén-
genmessungen hat die Léngenverteilung des hoch-
gereinigten Prdparates der Seelachs-DNS interes-
siert, wovon Abb. 2 einen kleinen Ausschnitt zeigt.
Ahnliche Léngenmessungen, jedoch auf der Grund-
lage der proteinfreien Darstellung durch die Spray-
technik, wurden von Harr und Dory!* an ultra-
beschallten Bruchstiicken durchgefithrt und ergaben
eine mit der zunehmenden Molekelldnge etwa expo-
nentiell abnehmende Haufigkeit. Zunéchst erhielten
wir in unseren Messungen an etwa 5900 Faden bei
einer Klassenbreite von 1000 A Fadenlinge eine
Haéufigkeitsverteilung mit einem Maximum, die
stark von der Normalverteilung abwich. Bei einer
Klassenbreite von 250 A wird die Verteilung mehr-
gipfelig (Abb. 6), ein Befund, der bei einer niedri-
gen Zahl von Messungen von fraglicher Bedeutung
wire. Werden die Klassenmitten untereinander fort-
laufend verbunden, so resultiert eine mehrgipfelige
Kurve, bei der die Abstande der Maxima sich wie
1:2:4 :8 verhalten. Wir glauben nicht, dal die-
ses Ergebnis zufallig ist oder ein Selektionsphéno-
men in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen
darstellt, zumal auch die kleinen Maxima bei hohe-
ren Molekellingen untereinander im Verhaltnis
ganzzahliger Vielfacher stehen. Es ist jedoch mog-
lich, dal} kiirzere Bruchstiicke der Ausmessung ent-
gangen sind.

Neben den Versuchen mit Rinderserum-Albumin,
dessen Eigenschaften als filmbildendes Protein in
verschiedener Hinsicht beschrieben sind %15, wurde
auch Cytochrom c !¢ beniitzt. Setzt man das Verhalt-

4 C. E. Havr u. P. Dory, J. Amer. chem. Soc. 80. 1269 [1958].
15 J. Lropis u. A. Auert, Arch. Biochem. Biophysics 81, 146
[1959].
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Abb. 6. Haufigkeitsverteilung der Lingen des DNS-Albumin-
Komplexes im Oberflaichen-Mischfilm. z;-Achse: Lingen der
Molekeln (Einheit 1000 A) bei Klassenbreite 250 A. z,-Achse:
Relative Breite der Haufigkeitsgipfel; Abstand der ersten
Maxima ca. 500 A (Einheit 500 A). y-Achse: Hiufigkeiten
pro Klassenbreite (Einheit = 100). Teilchenzahl: 5878, zwi-
schen 200 und 10 000 A. Mittelwert £=2932 A, bei einer
Streuung von s>=1694. Die Normalverteilung wurde errech-
net, eingezeichnet (xxxx) und die Abweichung der beobach-
teten Verteilung fiir 27 kumulierte Werte mittels der y>-Ver-
teilung bestimmt. Die Schranke (5% Niveau) betrigt (bei
f=25) 14,6 (s. A. LinpEr, Statistische Methoden, Basel 1945,
S.75), fiir die experimentellen Werte ergab sich y>=1450.
Normalverteilung liegt also nicht vor.

nis von DNS zu Protein stark herab (DNS : Cyto-
chrom ¢ = 1:100), so erhélt man praktisch keine
Beeinflussung der Fldchenbesetzung des Cyto-
chrom c-Films und geniigend freiliegende Faden
bei Préparationen unterschiedlicher Lange (Abb. 4
und 5). Kurze DNS-Faden, wie sie bei intensiver
Reinigung erhalten werden, ergeben eine annihernd
gleichmilige Besetzung, sehr lange Faden oft gro-
Bere Liicken. so dal man solche Priparate konzen-
trierter als 1-proz. des Cytochrom c ansetzen muf}, um
bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht
zu unregelméflige Besetzungen zu erhalten. Grofere
Liicken wiirden eine Auszdhlung der Teilchen pro
Flacheneinheit in Frage stellen.

Bei optimaler Besetzung zeigen die zahlreichen
Aufnahmen eine Vielzahl von gleichmiflig dicken,
haarférmigen Faden. Die zum Bedampfungsstrahl
senkrechte Richtung scheint zuweilen bevorzugt be-
setzt zu sein, da die dazu parallel laufenden Faden
offensichtlich nicht so plastisch zu erkennen sind.

16 W. D. Harkins u. T. F. Axperson, J. biol. Chemistry 125,
369 [1938].
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Abb. 1. Kohlehiillen-Abdruck des
leinhistons aus Gadus virens. Verg
rung 6000-mal. Ausgangsmaterial: Pul-
verisiertes T enmaterial, auf Kohle-
folie aufgebracht. Nach Kegelbedamp-
fung mit Kohle (nach Bradley) Her-
auslosen Nucleoproteins mit 5%
und Waissern (Prdparation und
Aufnahme G. Scuimmer und J. Kienor).

Abb. 2. DNS-Rinderserum-Albumin-
Mischfilm (1 : 1), Wolframoxyd be-
dampft. VergroBerung 47 000-mal. Pri-
aration :0,03%Rinderserum-Albumin -+
0,03% DNS (aus Seelachsgonaden) in
0.67-m. Ammoniumacetat gelost, auf

mmoniumacetat als Substrat
gespreitet. Unterschiedlich lange und
teils stark verdickte Fiaden, jedoch alle
ziemlich gestreckt. Endpunkte einzel-
ner Faden treten manchmal nicht klar

hervor.

Abb.3. DNS-Rinder
Rinderserum-Album Methodik A 3) in 1-m. Ammoniumacetat gelost.

ImLangmuir-Trog auf 0.25-m. Ammoniumacetat gespreitet. Ziemlich gestreckter einzelner Faden iiber das Gesichtsfeld
zichend. Linge ein Vielfaches des Bildausschnittes. Verbreiterung der Albuminablagerung deutet auf Lidngsdenaturierung
(ohne Unterbrechung des Fadens) hin. Grobscholliger Untergrund des Proteinfilms.




Abb. 4.

+0.000 DNS (Staphylokokken SAB) in 1-m. Ammoniumacetat gelost. 0.1 ml auf ca. 500 m? Substratoberfliche (0.25-m.

Ammoniumacetat) gespreitet. Neben langen. sich auflosenden DNS-Proteinfaden nesterartice Schlaufenbildungen mit einem
‘entrum® als Kreuzung vieler Faden. Feinkirniger Untergrund des Cytochrom c-Films.

Abb. DNS-Cytochrom c-Mischfilm (ca. 1 : 100). Platin bedampft. Vergroflerung 27 000-mal. Priparation: Nur einmal mit

\thanol gefillte DNS mit extrem langen Fiaden, <onst wie bei Abbh. b Freies Ende eines <ehr langen DNS-Fadens, iber viele

Gesichtsfelder reichend.
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Bei sehr kurzen Faden oder bei endstindigem Ver-
lauf parallel zum Bedampfungsstrahl ist es manch-
mal schwierig, den Endpunkt anzugeben. Die granu-
lare Struktur des Cytochrom c-Films allein ist eben-
falls in den verschiedenen Aufnahmen in gleicher
Weise wiederzufinden.

Da die Faden im Cytochrom c-Film alle gleich
dick erscheinen, ist es unwahrscheinlich, daf} sie aus
einem mehrfach zusammengelegten DNS-Molekel-
biindel im Wechsel mit Einzelfdden bestehen. Nimmt
man nach den Daten von Watson und Crick 17 die
queren Durchmesser des Doppelhelix mit 20 bis
25 A an, wie es HaLt und Litr'® auch morpholo-
gisch an proteinfreien Faden wahrscheinlich machen
konnten, so konnen die Breiten der Faden von 60
bis 70 A nur durch Anlagerung von Protein zu-
stande gekommen sein. Bei der Neigung von Cyto-
chrom ¢, mit abnehmender Ionenstirke mit DNS
Komplexe zu bilden (C 3, Abb. 7). ist diese Erschei-
nung leicht zu erklaren. Forderlich fiir die Adsorp-
tion kann auch noch die Oberflachen-Denaturierung
des Proteins beim Spreiten sein. Das Cytochrom c
hélt also die DNS in der Oberflache fest, wenn es
nur einen vollstindigen Uberzug dariiber liefert. Fiir
die quantitative Auswertung aller Teilchen ist darum
der einwandfreie Ablauf bei der Spreitung und die
Ausbildung guter Protein-Mischfilme fiir die mor-
phologische Darstellung wesentlich. Vor allem muf}
fiir eine verlustfreie Uberfithrung der zu spreitenden
Menge in dem Film Sorge getragen werden (C4).

Von den gemessenen Breiten kann man etwa 20
bis 30 A dem Cytochrom c zurechnen, unter Beriick-
sichtigung der Bedampfungsschicht mit einer Dicke
bis zu 20 A. Die Proteinschicht umhiillt dann als
10 bis 15 A dicke Auflage den Doppelhelix. Dieser
wire dann die zentrale Achse eines Fadens, dhnlich
wie dies bei anderen Nucleoproteinen angenommen
und in Einzelféllen nachgewiesen worden ist . Da-
bei schiitzt das umbhiillende Protein den Faden vor
dem Zerfall oder vor sekunddrer Aggregierung bei
der Herstellung der Priparate. Die zahlreichen
Krimmungen und Windungen der Fiden weisen auf
eine Flexibilitat hin, die stark bei Cytochrom c.
kaum oder schwach bei Rinderserum-Albumin aus-
gepragt ist.

17 J.D. Warsox u. F. H. C. Crick, Cold Spring Harbor Sym-
pos. quantitat. Biol. 18, 123 [1953].

18 C.E.Hair u. M. Lirr, J. Biophys. Biochem. Cytol. 4, 1
[1958].

19 Vgl. A. Excstrom u. J. B. Fixean, Biological Ultrastructure,
New York 1958, S. 270.
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Abb. 7. Loslichkeit des DNS-Cytochrom c-Komplexes bei ver-

schiedenen Salzkonzentrationen. Abszisse: Molaritait NaCl.

Ordinate: Extinktion E bei 256 mu (obere Kurve) und

520 mu (untere Kurve). Konzentration: DNS (aus Seelachs-

gonaden) 0,003%, Cytochrom ¢ 0,03% (1 : 10). Es wurde die

Abnahme der Extinktion im Uberstand des Reagenzglases
nach Zentrifugieren des Prizipitates gemessen.

Einige bemerkenswerte morphologische Erschei-
nungen der DNS-Protein-Mischfilme von langen Fa-
den sind die Schlaufenbildung (Abb.4) und das
Freiliegen liangerer Fiden. Bei relativ kurzen Ge-
bilden treten Schlaufen und flache Verknduelungen
ganz selten auf. Diese Phianomene konnen ihre Er-
klarung dadurch finden, daf} entweder die in Losung
paket- oder strangartig verkniduelten DNS-Molekel
sich nur langsam aufl6sen, oder der Spreitungsvor-
gang fiihrt selbst zu einer sekundédren Verknduelung.
An der Freilegung von langen Einzelfiden aus sol-
chen Anhédufungen ist nach Abb. 4 kein Zweifel. In
nur einmal in Athanol gefillten Priiparaten, wie bei
Abb. 5, konnen sie mit Langen bis tiber 70 x ohne
Verzweigung und Bruchstellen beobachtet werden.
Diese auflerordentlich groflen Molekelausdehnungen
sprechen dafiir, daf} sie in dieser Form auch in ihrem
natiirlichen Milieu, dem Zellkern, vorkommen kon-
nen und wohl durch unsere préparativen Eingriffe
abgebaut werden. Ob das fiir alle DNS-Teilchen der
Zellkerne zutrifft, mull bei dieser Art des Nach-
weises der Molekelldngen offen bleiben.

Proteinfilme

Zur Ausbildung eines monomolekularen unlosli-
chen Films auf wéafirigem Substrat eignen sich zahl-
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reiche Losungen globuldrer Proteine. Diese Filme
entstehen durch Adsorption des Proteins in der
Grenzfliche Wasser/Luft, wobei das darunter befind-
liche Substrat frei bleibt. Sind Proteinteilchen ad-
sorbiert. so werden sie zusitzlich durch Entfaltung
oberflachen-denaturiert. Seit den ersten qualitativen
Untersuchungen von Devaux sind die Fihigkeit der
Spreitung und mechanische Eigenschaften dieser
kohdrenten Proteinfilme vielfach Gegenstand aus-
fiihrlicher Untersuchungen und Diskussionen ge-
wesen 20 21,22, 23,24

Wie eigene Versuche ergeben haben, bildet reine
proteinfreie DNS in Lésung keinerlei stabile Filme
auf willrigem Substrat; tritt diese Erscheinung
auf %, so liegt ein Mischfilm vor; er bedingt die
Eigenschaften des Films. In der Regel ist dann ein
Teil des Gelosten Protein.

Proteinfilme auf wilriger Oberfliche werden
durch die Angaben der Flachenbesetzung A (in
m?/mg Protein) und des Filmdrucks I (in dyn/cm),
dem Schub gekennzeichnet. Die dabei erhaltenen
Kraft-Flachenkurven ergeben ,Isothermen® mit
einem Kurvenverlauf, der wenig typisch ist fiir be-
stimmte Eiweillkorper, im Gegensatz zu vielen Iso-
thermen organischer, einfach gebauter Molekiile?®: 27,
Als graphisch zu ermittelnde Bezugsflache wird seit
den Untersuchungen Gorters die Dichtpunktfldche,
limiting area 2%, bei Proteinen, wie iberhaupt bei
Hochpolymeren 2° angegeben; bei voll gespreiteten
Proteinen ist sie etwa 1 m?/mg.

Die entfaltbaren globuldren Proteine, die in ihrer
zunichst verknduelten Polypeptidkette teils hydro-
phile, im Substrat sich verankernde, teils hydro-
phobe zur Oberfliche sich orientierende Gruppen
und Reste je nach den eingebauten Aminosduren
aufweisen, ergeben bei der Spreitung und anschlie-
enden Kompression eine Anordnung wie ein ober-

Ubersichten seit 1950 (aufler 11 und 12) :

20 H. Sosotka, in: Medical Physics II (ed. O. Grasser) Chi-
cago 1950, S. 550.

21 J. H. Scuvrmay, in: Cytology and Cell Physiology 2nd ed.
(ed. G.H.Bourxg), Oxford-London-New York 1951, S.119.

22 D, F. Cueesman u. J. T. Davies, Advances Protein Chem. 9,
140 [1954].

23 Monomolecular Layers (ed. H. Sosorka) Publ. Amer. Ass.
Adyv. Sci., Washington 1954.

24 Surface Phenomena in Chemistry and Biology (ed. J.F.
Daxsieru, K. G. A. Paxknurst and A. C. Ripprerorp), Lon-
don-New York 1958.

25 T. W. James u. D. Mazia, Biochim. biophysica Acta [Am-
sterdam] 10, 367 [1953].

26 W. D. Harxins, Physical Chemistry of Surface Films, New
York 1952.
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flichen-denaturiertes molekulares Netz. Am wenig-
sten geklart ist dabei der Abwicklungsvorgang des
Peptidfadens. Er ist bis jetzt unbekannt, weil fiir
die spreitfdhigen Proteine nicht die Aminosiuren-
Sequenz und sekundire intramolekulare Bindungen
angegeben werden konnen. Einen groflen EinfluB
tibt dabei nicht nur der py-Wert des Losungsmittels
und sein Salzgehalt, sondern auch die Zusammenset-
zung des Substrats aus, wohl infolge der py-Abhén-
gigkeit der Gesamtladung der Molekeln und ihres
amphoteren Charakters als Zwitterionen. Davon
hingt die flichenmiflige und zeitliche Ausbildung
des Oberflichenfilms ab. Maximale Spreitungen fin-
det man in der Regel im isoelektrischen Punkt des
betreffenden Proteins3°. Ferner beeinflussen die
Flachenbesetzungen auch die Proteinkonzentration
der zu spreitenden Losung und Diffusionsvorginge
beim vorsichtigen Einflielen 3132, Es ist wiinschens-
wert, dal} Substrat und Losung von einander ver-
schiedene Salzgehalte haben, jedoch im spezifischen
Gewicht sich nicht stark unterscheiden.

Bei hoheren Schiiben erhélt man in der Regel
gelartige Filme mit rasch ansteigender Oberfldchen-
Viskositdt und elastischen Eigenschaften, mitbedingt
durch den Einflul intermolekularer Krafte?3. Fiir
die Kompressibilitit und Elastizitdt erhélt man
ebenfalls Kurven, deren Minima bzw. Maxima als
spezifisch fiir bestimmte Proteine angesehen wer-
den 3!, Diese Untersuchungen, und ebenso Viskosi-
tats-Messungen der Filme 35, sind aber fiir die Fla-
chenbesetzung eines Proteinfilmes nicht ausschlag-
gebend.

Der Proteinfilm stellt die Meigrundlage fir den
DNS-Mischfilm dar. Werden nun, aus Griinden der
giinstigsten Verteilung zur Messung der Teilchen,
niedrige Konzentrationen DNS zu Cytochrom ¢
(z.B.1:100) im Proteinfilm gewdhlt, so beeinfluf3t

27 N. K. Apaym, The Physics and Chemistry of Surfaces, 3rd.
ed., London 1941.

2% E. Gorter u. F. GrexpEr, Proc. Kon. Akad. Wetensch. Am-
sterdam 29, 1262 [1926].

* F.H. MtLLer, Z. Elektrochem. Ber. Bunsenges. physik.
Chem. 59, 312 [1955].

30 H.B. Bur, Physical Biochemistry, 2nd ed., New York-
London 1952, S. 225.

31 M. Jory, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 208, 975 [1939].

32 D. G. Dervicuiax, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 209, 16
u. 156 [1939].

33 J. B. Batemay, in: Physical Chemistry of Cells and Tissues
(R. Hoser), Philadelphia 1945, S. 187.

3% H. B. Buii, Advances Protein Chem. 3, 95 [1947].

35 M. Jory. Surface Chemistry, London 1948, S. 157.
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das fddige Material den Proteinfilm beziiglich seiner
Flachenbesetzung praktisch nicht, wenn nur die
Spreitungstechnik gleich abliduft. Dabei kann auch
nicht erkannt werden, wieviel Protein an 1% DNS
gebunden wird, weil die angewendeten Methoden
dafiir zu unempfindlich sind. Wir beniitzen den Pro-
teinfilm und seine Dichtpunktfliche zunachst als
Bezugswert fiir die Auszahlung der DNS-Teilchen,
um bei der empfindlichen Technik eine ausreichende
Kontrolle zu haben.

Methodik

Zur Untersuchung dienen eine groflere Zahl DNS-
Priparate. Sie stammen als teils unterschiedliche Char-

gen von den Gonaden des Seelachs (Gadus virens) und
aus Staphylokokken 36.

A. 1. Der Seelachs wurde in der Zeit von Mitte Fe-
bruar bis Mitte Marz im Gebiet der Lofoten * gefangen;
an Bord des Fangschiffes wurden den reifen Ménnchen
sofort die Gonaden entnommen, in Plastikbeutel ge-
fiillt und tiefgefroren. Bis zur Aufarbeitung war die
Temperatur nie iiber —25 °C gestiegen. Die Darstel-
lung der DNS erfolgte schrittweise. Zundchst haben wir
moglichst reine Kerne gewonnen.

Hierzu werden die rasch aufgetauten Gonaden
(1 Vol.) mit einer Losung A (10 Vol.) bei —1 bis
+1°C homogenisiert und die rahmige Suspension
durch ein Tuch koliert.

Losung A: [%]
NaCl 0,5
Natriumcitrat 0.1
Athylendiamintetraessigsdure (ADTE) 0,15

pu 6,0 10,2, Temp. 0 °C.

In dieser Losung, die etwa einer 0,15-m. NaCl-Losung
entspricht, haben auch nach unserer Erfahrung die Zell-
kerne ein Quellungsminimum 37-38, Hohere oder niedri-
gere Salzkonzentration fiithrt zur Kernquellung und
raschem Zerfall; auBlerdem sedimentieren die Kerne in
der Zentrifuge (3000 g, 0 °C, 10 Min.) nicht gut, weil
ihr sonst sehr kleines spezifisches Volumen 3® stark ge-
wachsen ist. Das Sediment wird mit vorgekiihlter Lo-
sung A mehrmals aufgenommen, jeweils etwa 20 Min.
bei 0 °C geriihrt und dann sedimentiert. Die fortschrei-
tende Reinigung der Kerne gibt sich durch die rein
weille Farbe der Suspension und an der schnellen Sedi-
mentation zu erkennen. Die einzelnen Kernchargen wur-
den dicht gepackt gesammelt und tiefgefroren. Sie sol-

36 W.B. Caruiy u. I.S. Cunnineuam, J. gen. Microbiol. 19,
522 [1958]. Fiir die Uberlassung des Stammes SAB dan-
ken wir Herrn Dr. Caruiy, Marquette Univ. School of
Medicine, Milwaukee, Wisconsin.

* Herrn Dr. Urrica Scamipt und der Besatzung der ,,Anton
Dohrn® danken wir fiir die freundliche Unterstiitzung und
Aufnahme, die sie einem von uns (E.Z.) zuteil werden
lieen.
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len zu griinlich-glasigen Klumpen erstarren. Bei mil-
chigem Aussehen haben sich wahrscheinlich kleine Eis-
kristalle gebildet, die bei spdterem Auftauen das Pri-
parat zerstoren.

2. In einem zweiten Schritt wird aus den Kernen ein
Nucleoprotein dargestellt. Das Losen der Kerne ge-
schieht in Losung B.
Losung B: NaCl 1-m.

ADTE 0,1%
1 Volumen gefrorener Kerne werden im Starmix mit
Losung B homogenisiert, dann auf 25 Volumina auf-
gefiillt und bis zur schwach getriibten Losung im Laufe
von ca. 1 Stde. homogen geriihrt.

Das viskose Praparat wird durch Zentrifugierung

(bei 30000g, 10—12°C, ca. 1Stde.) gekldrt. Der
klare Uberstand (1 Vol.) wird durch Verdiinnen mit
Losung C(6 Vol.) unter heftiger Durchmischung bei
0,15-m. NaCl feinfaserig geféllt.
Losung C: ADTE 0,01% pi 6,0 £ 0,2, Temp. 0 °C.
Die Féllung muf} rasch vor sich gehen, weil sonst zu viel
DNS verloren geht. Dabei sollen sich keine Klumpen
bilden, die eine ausreichende Reinigung verhindern 4°.

Das Priparat wird 2 — 3-mal geféllt, bis seine Zusam-
mensetzung etwa folgende Werte erreicht:

N-Gehalt 12,0% D

P-Gehalt a7 NiP=45
SchlieBlich wird das Préparat nach nochmaliger Losung
im vorgekiihlten Athanol endgultlg gefdllt und gerei-
nigt. Wir betrachten es als ein Nucleohiston.

Zunichst 1aft man das geloste Nucleoprotem unter

heftigem Riihren in 35% Athanol, —2 °C langsam ein-
tropfen. Nach mehrmaligem Waschen wird 60-proz. und
dann 96-proz. Athanol verwendet. Endlich wird der Al-
kohol mit Ather griindlich ausgewaschen, im Vakuum
auf ca. 20—25% Feuchtigkeit getrocknet. Zu scharfe
Trocknung macht das Préparat teilweise unloslich.
Auf Grund der Tatsache, dal es im Elektronenmikro-
skop parakristalline Strukturen zeigt (Abb. 1), haben
wir weitere Analysen vorgenommen und finden folgende
mittlere Zusammensetzung:

pr 6,6 20,1, Temp. 12 °C.

(%]
N-Gehalt 12,0£0,3 (5 Bestimmungen)
P-Gehalt 2,810,2 (7 Bestimmungen)
Na® 1,36
K® 0,12
Ca2® 0,36

Das Préparat ist schwach cremefarben und erdig. Wir
vermeiden es, ein faseriges oder transparent scholliges
Préparat zu erhalten.

3. Zur Gewinnung von DNS aus Staphylokokken
wird der Stamm SAB von CarLiy und Cunyiveuam 38

37 A. E. Mirsky, Adv. in Enzymol. 3, 1 [1943].

38 C.F.R. Crampron, E. Lipsurrz u. J. Crarcarr, J. biol. Che-

mistry 206, 499 [1954].

M. Benrens u. M. TANKERT,

Chem. 291, 213 [1956].

40 J.A.Lucy u. J.V.A.Burter, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 16, 431 [1955].

Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
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beniitzt. Man erzielt eine reichliche Abscheidung von
schleimig-fadigem Sediment, wenn die Kultur bei
37 °C 48 Stdn. lang unter Beliiftung in folgender Nihr-
l6sung angesetzt wird:

le]
Brain Heart Infusion (Difco) 37
NaCl 53.3
ADTE 0,01
Dest. Wasser ad 1000

In gleicher Weise gelingt es, DNS-haltiges Material
aus einer beliifteten Kultur in einem Chemostaten*!: 4243
bei 36 °C mit kontinuierlichem Einlauf dieser Nihr-
Iésung und dem Auslauf gleicher Mengen Kultur zu ge-
winnen. Der Zulauf wird so bemessen, dafl zu dem Re-
aktionsgefdl von 300 ml weitere 700 ml Néhrlosung in
ca. 40 Stdn. zutropfen. Der Uberlauf wird bei Zimmer-
temperatur in einem Gefdll gesammelt, wobei sich das
schleimige zellhaltige Material noch vermehrt. Nach
Zentrifugieren (3000 U/min), Zimmerterp., 20 Min.)
wird das extrazellulire DNS enthaltende zelluldre Se-
diment in 1-m. NaCl aufgenommen, gut homogenisiert,
zentrifugiert und der klare Uberstand in Athanol ge-
fallt und wieder in 1-m. NaCl gelost.

B. Die erhaltenen Nucleoproteine werden dann zu
DNS verarbeitet. Bei der Seelachs-DNS gehen wir dabei
von der nicht in Alkohol gefdllten Stufe aus. Das aus
A.2 und A.3 erhaltene Pridparat wird zunichst mit
25 Vol. der Losung B gelost und nach Marko und Bur-
LEr #* mit Dodecylsulfat die DNS dargestellt. Wieder-
holung der Prozedur und mehrmaliges Losen und Fil-
len stellen die wesentlichen Préparations-Schritte zur
Gewinnung reiner DNS dar, wobei Verluste und Ver-
ringerung der Viskositdt je nach Zahl der Wiederholun-
gen auftreten. Bei zahlreichen Umféllungen erhdlt man
von Seelachs-DNS ein Priparat, dessen Analyse fol-
gende Daten ergab:

Gewichtsverhéltnis

Stickstoff 45 : Phosphor 4 1,6 £ 0,05
Basenzusammensetzung 47 :
Adenin 27,210,04
Thymin 27,2%0,05
Guanin 22,6 0,05
Cytosin 22,910,05

Wir halten es fiir moglich, dall im Laufe der Darstel-
lung eine Fraktionierung eingetreten ist, wodurch ein
Teil eines Nucleoproteins anderer Zusammensetzung
durch Losung oder Denaturierung verloren wurde 5.

41 J. Mo~op, Ann. Inst. Pasteur 79, 390 [1950].

42 A. Novick u. L. Sziearp, Science [New York] 112, 715
[1950].

43 H. Moser, The Dynamics of Bacterial Population Maintain-
ed in the Chemostat, Washington 1958.

44 A. M. Marko u. G. C. BurLEr, J. biol. Chemistry 190, 165

1951].

45 J[ K. P]AR.\'AS u. R. Wacxer, Biochem. Z. 125, 253 [1921].

46 R.J. L. Arren, Biochem. J. 34, 860 [1940].

47 G. R. Wyarr, Biochem. J. 48, 584 [1951].

48 1. Laxemuir, J. Amer. chem. Soc. 39, 1848 [1917].
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C. Filmtechnik

Zur Fliachenmessung eines Oberflichenfilms wird ein
Laxcmuir-Trog 48 beniitzt, der es erlaubt, mit einem
geeigneten Schubmesser die Schiibe fortlaufend zu regi-
strieren, wobei eine Barriere den Film komprimiert und
dekomprimiert. Wegen der einfachen Handhabung ver-
wenden wir die Methode mit vertikal in den Film ein-
tauchenden Schwimmer #%-5°, der nach dem Prinzip der
WiLneLmyschen Waage ® den Schub mift. Auf das im
Trog befindliche Substrat, eine wiBrige Losung, wird
die zu untersuchende Proteinlésung in geeigneter Weise
abgeschwemmt.

1. Trog

Der Kunststofftrog (Vinidur) von den Innenmalen
600-100-10 mm lagert auf einem Grundaufbau, der
mit seiner Mechanik fiir den Barriereschlitten, die An-
triebsuntersetzung und den Vor- und Riickwirtsgang
der Barriere eingerichtet ist. Der Schlitten fiihrt mittels
eines Halters die filmbegrenzende Barriere aus dem glei-
chen Material (MaBle 150-10-10 mm) iiber den planen
10 mm breiten Trogrand. Die Laufgeschwindigkeit 148t
sich kontinuierlich unter Beniitzung verschiedener
Untersetzungen mit einem regelbaren Motor steuern
von minimal 0,05 cm/sec bis zu 10 cm/sec. Die Flichen-
werte sind an einem auflen angebrachten Mafband ab-
zulesen. Vor der Fiillung wird der Trog mit reinem
Paraffin * eingerieben und poliert. Ein Staubschutz
deckt ihn nach oben ab.

2. Schubmessung

Statt der senkrecht in das Substrat eintauchenden
Glas- oder Platinplatte, die verschiedene Untersucher
zur Schubmessung bei unléslichen Oberflichenfilmen
angeben %2, verwenden wir einen Schwimmer aus Fil-
trierpapier **, dessen oberer Rand durch Paraffinieren
dem hochsteigenden Wasser des Substrats eine horizon-
tale Grenze setzt (Abb. 8). Bleibt er in seiner Héhe
konstant, so vereinfacht sich die Bestimmung des Schubs
in eine Differenzwdgung. Man beniitzt hierzu eine
Torsionswaage mit feststehender Nullstellung des
Waagebalkens. Die Kapillarwirkung des Filtrierpapiers
erlaubt es, den Kontaktwinkel Wasseroberfliche zu
Schwimmeroberfliche als Null anzunehmen, so dal
der Schub des Films auf den Schwimmer vollstindig
iibertragen wird. Voraussetzung ist, dal er vollig frei
durch die Wasseroberfliche treten kann, und die an-

" D. G. Dervicuiay, J. Physique Radium 6, 221 [1935].

0 W. D. Harkixs u. T. F. Axperson, J. Amer. chem. Soc. 59,
2189 [1937].

51 L. WiLneLmy, Poggendorfs Ann. Physik 119, 177 [1863].

* Fiir diesen Zweck erhielten wir molekular dest. Paraffin
(mittl. Fraktion 68 —72°) dankenswerterweise von BASF
Ludwigshafen/Rh., Dr. K. ScuirEr.

52 D. F. Cueesmax, Ark. Kemi 22 B, 1 [1946].
** Nach einem Vorschlag von A. Gorscar (Dipl. Arbeit II.
phys. Inst. Univ. Miinchen).
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fangs durch Gewichtsinderung bemerkbare Quellung
der Cellulose beendet ist. Der Schub ist dann definiert
durch

 (a—b)-0,981
o u

(a = scheinbares Gewicht ohne Film, b = Gewicht mit
Film in mg, u = Umfang des Schwimmers mit einem
Korrekturglied fiir die Kurvenform s. Abb. 8). Die Ge-
nauigkeit der dynamischen Messung betrdgt etwa
+1/10 dyn/em  (MeBbereich der Torsionswaage *
500 mg). Die Vorteile dieser Anordnung liegen in der
einfachen Handhabung jeder Messung, der Beniitzung
stets neuer Schwimmer fiir jeden Versuch und in dem
geringen Aufwand.

Vi dyn/cm.

Abb. 8. Schwimmer aus Filtrierpapier zur Schubmessung, obe-
rer Teil mit Paraffinabschluf}, und Kontaktlinie des Wassers.
Umfang u=2{d+h[(x/2) —1]}, wobei nach den Messungen
h=1,5 mm betrdgt. Daraus ergibt sich als Vereinfachung der
Berechnung der gemessenen Schubwerte d=4.,48 cm, und fiir
die abgelesenen Differenzwerte der Waage in mg="1/10 dyn/cm.

3. Spreitung

Die nach vielen Varianten iiberpriifte Technik, die
uns fiir die meisten Versuche am brauchbarsten erschien,
beriicksichtigt einige methodische Punkte: a) Fiir jede
Spreitung wird eine neue Trogfiillung als Substrat be-
niitzt. Trog und Barrieren werden regelmiflig paraffi-
niert. b) Nur Losungen niedriger Proteinkonzentration
lassen sich zu einem Film ausbreiten 3132, Wir beniitzen
in der Regel 0,05% als obere Konzentrationsgrenze.
¢) Das Abschwemmen soll kontinuierlich und langsam
aus einem Vorratsgefal} erfolgen. Dabei hat sich die
hand- oder motorgetriebene AGLA-Mikrometerspritze
bewihrt. d) Das eigentliche Spreiten soll in einem Aus-
laufen kleiner Fliissigkeitsmengen in die Trogoberfliche
iiber eine Ablauframpe mit einer diinnen Wasserschicht
bestehen. Es soll so langsam geschehen, dafl alle Pro-
teinteilchen in die Oberfliche adsorbiert werden kon-
nen ®3. Wir lassen auf einem mit dem Substrat vollig
benetzten, sehr wenig geneigten Glas-Objekttrager die
Proteinlésung etwa 3 mm oberhalb des Wasserniveaus
ablaufen. e) Die vollstindige Spreitung benotigt eine
Wartezeit. Innerhalb 15 Min. soll das Protein ganz die
Oberfliche besetzen 3. Dabei ist iiber den Verlauf des
sofort einsetzenden Denaturierungs-Prozesses nichts
Niheres ausgesagt.

4. Filmiibertragung auf Tragerfolien

Ist der gewiinschte Protein- oder Mischfilm ausgebil-
det, so wird er durch Kontakt mit einer Trigerfolie ad-

* Hartmann u. Braun AG, Frankfurt a. M.
33 L. Lanemuir u. D. F. Waven, J. Amer. chem. Soc. 62, 2771
[1940].

T

sorbiert und das anhaftende Substrat durch Ersatz der
wilirigen Phase entfernt (Abb.9). Das Abtupfen mit
einer kohlebedampften Formvarfolie muf} sorgfiltig ge-
schehen; horizontale Haltung ist Grundbedingung. Mit
dem anhaftenden Substrattropfen geht man sofort in die
Oberfliche von absolutem Alkohol (30 Sek.) und an-
schlieBend in Isopentan (10 Sek.)?, wobei bis dahin
die Folie an keiner Stelle trocknen darf. Bei diesem
Verfahren ist — neben der Herabsetzung der Ober-
flichenspannung des Wassers um das Sechsfache —
beim Antrocknen noch vorteilhaft, da beim Verdun-
sten von Isopentan keine Wasserkondensation aus der
Luft eintritt; Wassertropfchen auf der Folie konnen zu
Aggregatbildung oder Zerfall der DNS-Teilchen fiihren.

Schubmesser

y Pt.Blende

— Barriere

025 -m. Ammoniumacetat

| -Trog

Pt.Blende
Formvar:
s s RN ws [P s
Substrat = - CoHsOH > g5 is0-CsHyy 197

Abb.9. Ubertragungsschema des DNS-Protein-Mischfilms

auf befilmte Blenden. Oben: Lingsschnitt durch den Trog mit

Schwimmer (links), Wasserfiillung und DNS-Proteinteilchen

(schematisch —o—o—) in der Wasseroberfliche. Film-

begrenzende Barriere (rechts). Unten: Ubertragung der be-

setzten Blende zur Athanol-Oberfliche, Isopentan-Oberfliche
und zum Trocknen an Luft, bei Zimmertemperatur.

5. Bedampfung

Die Kontrasterhohung durch Schrigbedampfung ist
bei dem getrockneten Film unerldflich. Nur bei sehr
flacher Beschattung treten partikuldre Anteile so deut-
lich hervor, dal eine Morphologie von fddigen Gebil-
den gelingt. Wir verwenden die Flachbedampfung mit
Platin 8: Bedampfungswinkel 6 Grad mit 4,5 cm Pt-
Draht @ 0,1 mm, auf 0,7 mm starkem Wolframdraht,
Abstand Bedampfungsquelle —Objekt 13 em. Wir sehen
auch gute Resultate, wenn nach der Pt-Bedampfung im
Hochvakuum Kohle nochmals in sehr diinner Schicht
aufgedampft wird. Wir stellen uns vor, dafl dadurch
eine kristalline Umwandlung der Pt-Schicht mit Aggre-
gierung der Teilchen im Elektronenmikroskop hintan-
gehalten wird.

6. Elektronenmikroskopie

Zur Herstellung von Serienaufnahmen verschiedener
Stellen der Protein-Mischfilme im Elmiskop I geniigt
die 10 000-fache Vergroflerung, Einzelheiten der Faden
benotigen jedoch die 20 000-fache Originalaufnahme.
Thre Beobachtung auf dem Leuchtschirm erfordert die

54 D. Perers u. R. Geister, 7. Tagg. Dtsch. Gesellsch. Elek-
tronenmikroskopie, Darmstadt 1957, S. 1. c. 13
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staindige Arbeit mit einer Vergroferungslupe (10-fach).
Die Ausmessung der Aufnahmen (6,5:9 cm, Perutz-
Kontrastplatte) erfolgt durch Nachvergroferung in
einem Projektionsgerdt und Abfahren der Teilchen mit
einem Kurvenmesser.

D. DNS-Protein-Mischfilme

1. Als reine Proteine verwenden wir Rinderserum-
Albumin * reinst und Cytochrom ¢ **, die als lyophili-
siertes Trockenpulver vorliegen. Wir gehen dabei von
einer 1l-proz. Losung aus. Zum Ansatz von DNS und
Protein sind je 1 bis 2 ml verdiinnte Losung notwendig,
um Pipettierfehler und Adsorption der hochverdiinnten
DNS-Mischungen fiir die quantitativen Bestimmungen
klein zu halten.

2. Salzlosung

Zur Herstellung der Losung bevorzugen wir 1-m.
Ammoniumacetat (p.a. Merck), pg 7, Zimmertempera-
tur, mit Aufbewahrung bei 4 °C. Die Konzentration
kann auf 0,3-m. erniedrigt werden, hohere Molaritit
und andere Salzlosungen ergaben keine Vorteile. Da
das spezifische Gewicht nahe bei 1 liegt, sind beim
Spreiten dieser Losungen keine Unterschichtungs-
Erscheinungen zu befiirchten. Groflere Unterschiede
zum Salzgehalt des Substrats ergeben jedoch stirkere
Diffusionsvorgénge, die fiir eine maximale Spreitung
des Proteins offensichtlich notwendig sind.

3. Salzgehalt des Substrats

Der Trog wird fiir die DNS-Mischfilme mit 0,25-m.
Ammoniumacetat pn 7, Zimmertemperatur, gefillt.
Seine rasche und leichte Loslichkeit in Alkohol, vor
Isopentan, begiinstigt seine Verwendung. AufBlerdem
sublimieren Reste im Hochvakuum bei der Herstellung
der elektronenmikroskopischen Priparate 3. Die Kon-
zentration wurde auf Grund der Prézipitation des DNS-
Cytochrom c-Gemisches bei fallendem Salzgehalt (mit
NaCl gepriift, Abb. 7) so ausgewihlt, dal} nach Entfer-
nung des Losungsmittels (1-m.) die Zone der beginnen-
den Ausfillung von DNS mit Cytochrom ¢ wihrend des
Spreitungsvorganges erreicht wird. Dies gibt eine sichere
Fixierung aller DNS-Teilchen in der Oberfliche. Bei
Rinderserum-Albumin tritt eine solche Prizipitation
nicht auf, moglicherweise der Grund fiir die anzuneh-
menden Verluste in das Substrat bei sehr kurzen DNS-
Fidden (Abb. 2).

Sowohl bei 2. und 3. wirkt Ammoniumacetat als
Pufferlosung. Mit Essigsdure erhdlt man einen Puffer
von py 3 bis 7, der sich fiir die Anwendung in der Film-
technik gut eignet.

4. Spreitung der Proteinlosungen
Der Ansatz der DNS-Protein-Mischung soll kurz vor
der Spreitung geschehen. Die Ausflulgeschwindigkeit

* Wir danken Herrn Prof. Dr. H.E. Scaurrze, Behring-
Werke Marburg/Lahn, fiir das Priparat.
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aus der AGLA-Injektionsspritze betrdgt (bei einer
0,05-proz. Losung) hochstens 25 ug Protein pro Min.,
um konstante Flichenbesetzung zu erreichen. Nach
10 Min. Wartezeit beginnt man mit der langsamen Kom-
pression (Barrieren-Verschiebung ca 0,08 cm/sec), bis
der Schub auf 0,1 dyn/cm angestiegen ist. Nach Uber-
tragung einer ausreichenden Zahl von Filmstellen auf
Blenden wird die Kompression bis auf einen kleinen
Teil, etwa !/5 der Gesamtfliche fortgesetzt und die
Kraft-Flachenkurve aufgenommen, ebenso bei der De-
kompression. Sie dient zur Ermittlung der Dichtpunkt-
fliche 17, dem Vergleichswert fiir eine regelrechte Sprei-
tung.

Maximale Spreitung kann man experimentell beob-
achten, wenn man die Konzentration von Cytochrom ¢
im Losungsmittel erniedrigt, jedoch gleichbleibende
Gesamtmengen unter Standardbedingungen in die Ober-
fliche aufbringt. Dabei nihert sich die Dichtpunktfliche
bei hoheren Verdiinnungen 1 m?/mg (Abb. 10). Diesen
optimalen Bedingungen 3! 32 steht entgegen, daB} grofe
Flussigkeitsmengen mit sehr langer Auslaufzeit ab-
geschwemmt werden miissen. Wir gehen deshalb von
einer 0,05-proz. Proteinlésung aus.
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Abb. 10. Zunahme der Dichtpunktfliche bei Konzentrations-

Abnahme der spreitfahigen Cytochrom c-Losung. Abszisse:

Dichtpunktfliche in m?/mg Protein, auf 0,25-m. Ammonium-

acetat im Lan gmuir- Trog gespreitet. Versuchsbedingun-

gen s. Methodik (D, 2—4). Ordinate: Konzentration der ver-
wendeten Cytochrom c-Losung.

\
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Die Ubertragung eines Protein-Mischfilms auf Kohle-
Formvarfolie kann entsprechend Abb. 9 bei verschiede-
nen Schiiben geschehen. Da der Film moglichst expan-
diert sein soll, jedoch keine Locher aufweisen darf, wird
in der Regel bei 0,1 (bis 0,3) dyn/cm die Kohleschicht
mit dem Film in der beschriebenen Weise besetzt und
im Elektronenmikroskop abgebildet. Die Granulierung
bei diesen niedrigen Schiiben wird bei Kompression bis
auf 15 dyn/cm geringer, da der gelartige Film Liicken

** Fa. Mack, Illertissen.
55 R. C. WirLiams u. D. Fraser, J. Bacteriol. 66, 458 [1953].
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in der Proteinschicht auffiillen kann. Diese dickeren
Schichten lassen jedoch DNS-Fiden z. T. verschwinden.
Stufen oder Mehrfachschichten, wie sie bei Kollaps-
zustinden von Fettsduremolekiilen beobachtet werden
konnen %57 wurden bei Rinderserum-Albumin und
Cytochrom ¢ und in ihren Mischfilmen nicht gefunden.
Selten treten, und das nur bei hoheren Schiiben, im
Film plaquesartige Verdickungen unregelmiBiger Form
und GroBle auf. Kristallniederschlige findet man bei
anderen Substraten (wie NaCl), deren Loslichkeit in
Alkohol und Isopentan gering ist. Hier hilft manchmal
eine Zwischenwisserung der Blendenoberfliche mit der
Filmschicht.

Verschiedene Einfliisse qualitativer Art konnen den
Film in seiner Ausbreitung indern. Wird statt ,nati-
vem“ Cytochrom ¢ eine Losung (1%) verwendet, die
5 Min. auf 100 °C erhitzt worden war, so nimmt die
Dichtpunktfliche von 0,84 m2/mg auf etwa die Hilfte
(Mittelwert 0,47 m?/mg) bei gleichem Ansatz von
0,05% ab. Ferner gelingt es nicht, in doppelt dest. Was-
ser gelostes Cytochrom ¢ auf reinem Wasser als Sub-

% H. E. Rigs jr. u. W. A. Kmmsarr, Proc. 2nd Internat. Congr.
Surface Activity 1957, S. 75.
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strat (bei pg 5,8 bis 6, im Gleichgewicht mit CO, der
Luft) mit der hier angegebenen Technik zu spreiten.
Dagegen bildet sich auf jedem salzhaltigen Substrat,
auf n/1000-NaOH 16, auf HCI, verdiinnt bis pg 3 und
auf 0,1-proz. Formaldehydlosung ein kiinstlich gesprei-
teter Film von diesem Protein aus. Lost man in einem
der zuletzt genannten Substrate Cytochrom ¢ (0,005%)
auf, so tritt durch Diffusion spontan Filmbildung und
Oberflichen-Denaturierung nach kurzer Zeit auf, nicht
dagegen in dest. Wasser (Rawmspen-Effekt)?S.

Wir danken Herrn Professor Dr. K. HerzEerc, Direk-
tor des Hygiene-Instituts Frankfurt am Main fiir seine
Unterstiitzung, Herrn Dr. G. Scummmer und Frl. Dr.
J. Kiexpr, Battelle-Institut e. V. Frankfurt fiir ihre Hilfe
bei der Priparation und den Aufnahmen, Herrn Dr.
Dipl.-Phys. D. Lanc fiir die Mitarbeit am Elektronen-
mikroskop sowie Frau C. Prescuer und Frl. J. Haass fir
ihre wertvolle Assistenz am Elmiskop I und bei Photo-
arbeiten. Allen Beteiligten danken wir ebenso fiir an-
regende Diskussionen.

57 H. E. Ries jr. u. W. A. KimBart, Nature [London] 181, 901
[1958].
38 W. Rawmspex, Z. physik. Chem. A 47, 336 [1904].

Strukturuntersuchungen und Analysen von Pulvern durch Messung
der Dielektrizitits-Konstanten

Von Frieprica OEEME

Aus dem Institut zur Entwicklung chemisch-physikalischer Analysenmethoden
(Dozent Dr. habil. K. Stevoer), Weilheim/Obb.
(Z. Naturforschg. 14 b, 779—789 [1959] ; eingegangen am 13. Oktober 1959)

Dielektrische Messungen an als Pulver vorliegenden Festkorpern konnen sowohl aus theoretisch-
strukturellen als auch aus analytischen Griinden Bedeutung erlangen. Die MeBtechnik weist bekann-
termaflen gegeniiber Messungen an Fliissigkeiten einen nicht unwesentlich hoheren Schwierigkeits-
grad auf. Nachstehend werden die verschiedenen Methoden der Bestimmung der Dielektrizitits-
Konstanten von Pulvern kritisch betrachtet. Besonderes Augenmerk wird dabei einer ,,Pulver-
methode” und einigen neuen Anwendungsmoglichkeiten gewidmet.

1. Verschiedene prinzipielle Moglichkeiten
zur DK-Messung von Pulvern

Fir die DK-Messung von Pulvern stehen folgende
MeBmethoden zur Verfiigung.

1. Die Tablettierung,
2. die Immersionsmethoden mit ihren Varianten,
3. die verschiedenen Pulvermethoden.

Bei der Tablettierung wird das Pulver in einer ge-
eigneten Form unter entsprechend hohem Druck in
einen Festkorper umgewandelt. Durch hinreichend
hohe Prefidrucke sollen dabei Fiullfaktoren (vgl.
unten) von 0.98—-1.00 (98— 100-proz. Raum-

1 S. T. Bayrey, Trans. Faraday Soc. 47, 509 [1951].

erfiillung durch den Festkorper) erreicht werden.
Bei Festk6rpern mit relativ niederer FlieBgrenze
(Beispiel Kaliumbromid oder Bleistearat) kann die-
ser Forderung leicht entsprochen werden. Bei zahl-
reichen Substanzen treten jedoch Schwierigkeiten
entweder durch eine nur sehr geringe Flieifahigkeit
oder durch strukturelle Umlagerungen auf. Hier
versagt die Tablettierung grundsatzlich.

Im Schrifttum finden sich Angaben iiber die DK-
Messung an Tabletten organischer Substanzen zur
Bestimmung der quasioptischen DK &' =n? (n=
Brechungsindex)! sowie zur Untersuchung der di-
elektrischen Eigenschaften von Mineralien? und an-

2 A. 1. Avcustinik u. L. Kosrowskrs, C. A. 48, 7949.



