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1. Electron micrographs of ultra-thin sections of Staphylococcus aureus and M icrococcus lyso- 
deik ticus  in Vestopal as embedding medium disclose a m ultiplicity of D N A  containing threads with 
varying interparticular distances.

2. The diameter of these threads is about one tenth of the average optim al 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 . lysodeik ticu s  on a water-air interface in a L a n g -  
m u i r  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 DN A  from protoplasts, the length  

of the threads being an inverse function of the number of precipitation steps showing purification.

Im  Cytoplasm a der Zellen sind die lebensnotwen
digen D esoxyribonucleinsäuren (DNS) m it weiterem 
cytoplasm atischem  M aterial, insbesondere Proteinen 
und ribonucleinsäure (R N S)-haltigen m akrom ole
kularen Gebilden, auf engem Raum  gepackt. Bakte
rien  weisen gegenüber Zellen höherer O rganisation, 
wie pflanzliche und tierische Zellen, keinen m it einer 
M em bran versehenen Nucleus auf. Die verschieden
artigen biochemischen Nachweismethoden von DNS- 
M aterial haben aber, zusammen mit bakteriengene
tischen Versuchen, schon seit längerer Zeit dazu ge
führt, einen Bakterienzellkern zu postulieren. E r hat 
bei sonst ähnlichen Funktionen nicht das Aussehen 
eines anim alen Zellkerns. Es werden weder Teilungs
figuren noch verschiedene Stadien m it K ernm em bran

* Mit Unterstützung der D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s 
g e m e i n s c h a f t .

1 E. K e l l e n b e r g e r ,  The physical State of bacterial DNA, 10. 
Sympos. Soc. gen. M icrobiol., 39 (1960).

2 G. P i e k a r s k i ,  Arch. Mikrobiol. 8. 428 [1937].
3 C. F. R o b in o w ,  The Chromatin Bodies of Bacteria, 6. Sym

pos. Soc. gen. M icrobiol. 181 (1956).

gefunden. Die Frage, wie m an sich den physikali
schen Zustand und Z ustandsänderungen der DNS- 
M akrom olekü le1 vorstellen kann, w urde mit m or
phologischen M ethoden untersucht.

Lichtm ikroskopische V erfa h ren 2-4, mit hoher 
A nfälligkeit fü r „A rtefak te“ bei DNS-Makromole- 
külen, treten bei den Bakterien gegenüber der we
sentlich höheren Auflösung des Elektronenm ikro
skops 5 in  den H in tergrund . Da die Bakterien Durch
m esser in der G rößenordnung von 1 aufweisen, 
die D N S-Fäden dagegen, die seither aus Zellkernen 
iso liert w urden, alle  einen konstanten Durchmesser 
von etwa 20 — 25 Ä  besitzen und durchschnittlich 
3 b is 4% des Bakterienzellgewichtes h a b e n 6. e r
heben sich F ragen nach der inneren O rdnung ihrer

4 D. J .  M a s o n  u .  D. M . P o w e l s o n ,  J .  Bacteriol. 71, 474
[19 5 6 ].

5 R. G .  E. M u r r a y ,  The internal Structure of the Cell, in: 
The Bacteria, Vol. I (ed. I. C. G u n s a l u s  a. R. Y. S t a n i e r ) ,  
p. 35, Academ ic Press New York-London 1960.

6 S. E. L u r i a ,  The Bacterial Protoplasm: Composition and 
Organization, in : The Bacteria I, 1 (1960).
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Packung und nach den Längen dieser unverzweigten 
„linearen“ M akromoleküle. F ür die D arstellung der 
Bakterien-DNS sind die P räparation , die dadurch 
bedingten Einflüsse auf die D N S-Struktur und die 
elektronenm ikroskopischen Phänom ene zu berück
sichtigen.

Man kann eine Vielzahl von physikalisch-chemi- 
schen Untersuchungen über isolierte Desoxyribo- 
nucle insäuren7 und physiologische Erscheinungen, 
die die Funktion der DNS als Inform ationsträger 
fü r W achstum und V ererbung 8-13 betreffen, zusätz
lich fü r ihre intrazelluläre M orphologie heranziehen. 
Eine Analyse der Packungsverhältnisse setzt voraus, 
daß die DNS-M akromoleküle gleichartig aufgebaut 
sind. Dies ist nach Röntgenstreuungs-A ufnahm en 
offensichtlich bei DNS verschiedenartiger H erkunft 
der F a l l14; sie entsprechen alle dem W a t s o n -  
C r i c k -  M odell15. (N ur eine A usnahm e, die ein- 
strängige DNS von Escherichia co li-Phagen 0 X  174 
ist bekannt gew orden16.) Weil das m akrom ole
kulare DNS-Modell fü r sämtliches K ernm aterial zu
trifft, behandeln zahlreiche U ntersuchungen die be
kannte V ariabilitä t von intrazellulären DNS-Struk- 
tu ren ; sie sind, bei Bakterien stärker als bei Zellen 
g rößerer Dimension und höherer O rdnung, von der 
P räparation  und von der D eutung vor allem elektro
nenm ikroskopischer B ilder abhängig.

Nach unseren seitherigen E rg eb n issen 17 lassen 
sich, auf hauptsächlich zwei unterschiedlichen V er
fahren basierend, m orphologische Analysen der 
intrazellulären DNS-Ansamm lungen vornehm en. Die 
Dünnschnitte 5 ergeben stets Scheiben von kugeli
gen, stäbchenförmigen oder anders gestalteten d re i

7 The N ucleic Acids (ed. s. E. C h a r g a f f  a. N. D a v i d s o n )  I,
II, HI Academic Press, New York-London 1954, 1960.

8 The chemical Basis of Heredity ( E d s . : M c E l r o y  a. B. G l a s s )  
Baltimore 1957.

9 A. K o r n b e r g ,  Biosynthesis of nucleic acids, in: Rev. M o
dern Physics 31, 209 [1959].

10 P. E l i a s ,  Coding and information theory, in: Rev. Modern 
Physics 31, 221 [1959].

11 C. L e v i n t h a l ,  Genetics and the role of nucleic acids, in: 
Rev. Modern Physics 31, 227 [1959].

12 R. C. W i l l i a m s ,  Replication of nucleic acids, in: Rev. 
Modern Physics 31, 233 [1959].

13 W .  H a y e s ,  The Bacterial Chromosome, in: 10. Symp. Soc. 
gen. Microbiol. 1960, 12 (Cambridge).

14 L. D. H a m i l t o n ,  R. K. B a r k l e y ,  M .  H .  F. W i l k i n s ,  G. L. 
B r o w n ,  H .  R. W il s o n ,  D. A. M a r v i n ,  H .  E p h r u s s i - T a y l o r a
u .  N. S .  S im m o n s , J .  Biophys. Biochem. Cytol. 5 ,  3 9 7  
[ 1 9 5 9 ] .

15 J. D . W a t s o n  u . F. H. C . C r i c k ,  Cold Spring Harbor Sym- 
pos. quantitat. Biol. 18, 123 [1953].

16 R. L. S i n s h e i m e r ,  J. Mol. Biol. 1, 37 [1959].

dim ensionalen Bakterien. Da die DNS fädig  und 
gegenüber der Schnittdicke als erheblich dünneres 
M akrom olekül vorliegt, sind die F ragen der geo
m etrischen A bbildung m ehr oder weniger dicht ge
lagerter Anhäufungen von DNS zu betrachten und 
die elektronenm ikroskopischen A bbildungen auf 
Fadenstruk turen  hin zu untersuchen. Serienschnitte 
spielen vor allem fü r die R aum erfüllung des gesam 
ten Fadenaggregates eine Rolle 18.

D ie H erstellung von dünnsten proteinhaltigen 
DNS-Mischfilmen 19 läßt sich ebenfalls auf die in tra 
zelluläre Bakterien-DNS anwenden 17, wenn nu r d a 
bei die rig ide Zellwand schonend entfernt werden 
kann. Dazu sind vor allem Bakterien-Protoplasten 20 
geeignet. Da die intrazelluläre D N S-Form ation vor 
und nach der Spreitung und in Dünnschnitten mit 
anderen m akrom olekularen Zellbestandteilen struk
turell verbunden ist (R N P-Partikel oder Ribosomen, 
lösliche RNS 21, 22 P roteine — Enzyme 23,24), w er
den die h ier vorgelegten Untersuchungen auch zu 
m orphologischen Vergleichen mit weiteren subzellu
lären Kom ponenten benützt. Die Schlußfolgerungen 
beziehen sich auf D N S-Struktur in V erbindung mit 
ihren Funktionen, wie Inform ation und Realisation 
sowie ihre Reduplikation.

Material und Methodik

1. M i c r o c o c c u s  p y o g e n e s  v a r .  a u r e u s  
(Staphylococcus aureus), Stamm S.A.B. ( C u n n in g h a m ,  

C a t l i n  u .  d e  G a r i l h e  1956 25)*. Der Keim wächst u .a . 
in Brain Heart Infusion, teils mit Zusatz bis zu 1 -m. 
NaCl (Nährboden: 37,0 g Brain Heart Infus. Extrakt 
(Difco), 53,5 g NaCl ad 1000 ml H20 ) ,  bei 37 °C 26.

17 A. K l e i n s c h m i d t  u .  D. L a n g ,  Proc. Europ. Regional Conf. 
Electron Microscopy, Delft 1960, Eds.: A. L .  H o u w in k  u .
B. J. S p i t ,  S .  690.

18 A. R y t e r .  J. Biophys. Biochem. Cytol. 8 ,  399 [I9 6 0 ].
19 A. K l e i n s c h m i d t ,  D. L a n g  u .  R .  K .  Z a h n ,  Naturwissenschaf

ten 47, 16 [I9 6 0 ].
20 K. M c Q u i l l e n ,  Bacterial Protoplasts, in: The Bacteria I, 

249 (1960).
21 A. T i s s i e r e s ,  J. D. W a t s o n ,  D. S c h l e s i n g e r  u .  B. R .  H o l l i n g 

w o r t h ,  J. Mol. Biol. 1, 221 [1959].
22 R .  B. R o b e r t s ,  K .  M c Q u i l l e n  u .  J. Z . R o b e r t s ,  Ann. Rev. 

M icrobiol. 13, 1 [1959].
23 P. M i t c h e l l ,  Ann. Rev. M icrobiol. 13, 405 [1959].
24 A. G .  M a r r ,  Ann. Rev. M icrobiol. 14, 241 [I9 6 0 ].
23 L .  C u n n in g h a m .  B. W . C a t l i n  u .  M . P. d e  G a r i l h e ,  J. Amer.

chem. Soc. 78. 4642 [1956],
* M iss B. W. C a t l i n ,  Marquette Univ. School of Med., M il

waukee, W ise, danken wir für die Übersendung des Stam
mes.

26 A. K l e in s c h m i d t ,  M .  G e h a t i a  u. R. K .  Z a h n ,  Kolloid-Z. 169, 
156 [I9 6 0 ].
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Nach 24 Stdn. sind große, oft aggregierte Bakterien in 
Suspension entstanden, zugleich findet man im salz
haltigen Medium reichlich Ansammlungen von extra
zellulärer DNS, vor allem in fadenziehenden schleimi
gen zellreichen Sedimenten 27.

2. M i c r o c o c c u s  l y s o d e i k t i c u s  (Staphy
lococcus afermentans), (von National Collection of 
Type Culture, London, dankenswerterweise erhalten) 
wurde auf Nähragar bei 37 °C 18 Stdn. als Oberflä
chenkultur gezüchtet. Die Keime befinden sich dann 
außerhalb der log-Phase des Wachstums.

Protoplasten: Nach Abschwemmen und zweimaligem 
Waschen mit 1-m. Ammoniumacetat pn 5 läßt man 
Lysozym (reinst, 3-mal krist.) bis zu 50 //g/ml im glei
chen Medium bei 37 °C einwirken28. Die Abnahme 
der Extinktion (dekadischer Logarithmus der rezipro
ken Durchlässigkeit für Licht) gilt als Maß für die 
Umwandlung in Protoplasten (s. Abb. 1). Die Ge
schwindigkeit ist von der Konzentration und Molarität 
abhängig. Die Keimmenge beträgt maximal etwa 2 -IO8 
Protoplasten/ml in der Ausgangssuspension. Bezüglich 
der Zahl der Protoplasten pro Bakterienzelle vgl.
1. c .20. Bei Herabsetzung der hyper- zur hypotonen

Abb. 1. Zeitliche Abnahme der Extinktion infolge Zellwand
abbau durch Lysozym (Parameter: Lysozymkonzentration). 

Zeiss-Elko-Photometer, Rotlicht.

27 B .  W. C a t l i n  u .  L. C u n n in g h a m ,  J. gen. M icrobiol. 19, 528  
[1959].

28 H. J. R o g e r s  u .  H. R .  P e r k i n s ,  Nature [London] 184. 520  
[1959].

29 A. R y t e r ,  E. K e l l e n b e r g e r ,  A. B i r c h - A n d e r s o n  u .  0 .  M a a -  
l o e ,  Z. Naturforschg. 13 b. 597 [1958].

30 A. R y t e r  u .  E. K e l l e n b e r g e r ,  J. Ultrastructure Res. 2, 200
[1959].

* Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt a. M.

Lösung von Ammoniumacetat erhält man bei 0,1-m. 
Lösung vollständige Lysis der Zellen.

3. F i x i e r u n g  u n d  E i n b e t t u n g  d e r  D ü n n 
s c h n i t t  e. Nach bewährten V erfahren29 werden die 
Zellen in gepufferter salzhaltiger 1-proz. 0 s 0 4-Lösung 
fixiert und in V estopal30 eingebettet. Durch Verlang
samung des Austausches von Aceton durch Vestopal 
über mehrere Tage erzielt man mit den die Bakterien 
bzw. Protoplasten enthaltenden Agarblöckchen (nach 
Osmium-Uranylacetat-Behandlung bei pn 6) die brauch
barsten Resultate. Dünnschnitte wurden mit Glasmes
sern und verschiedenen Mikrotomen (nach V o g e 11, 
nach P o r t e r - B l u m  und LKB-Ultrotome) her
gestellt. Serienschnitte können mit dem Ultrotom regel
mäßig erhalten werden und sind in der Regel gleich
mäßig dick: erstens weisen die Schnitte auf Wasser 
schwimmend im reflektierten Licht den gleichen Grauton 
auf, zweitens zeigen sie im Elektronenmikroskop etwa 
den gleichen Kontrast gegenüber der Trägerfolie 
(Formvar bzw. Mowital F *  +  Kohle). Daher läßt sich 
aus vollständigen Serienschnitten durch kugelförmige 
Gebilde aus deren Durchmesser und der Schnittzahl 
die Schnittdicke (z. B. von 200 Ä oder mehr) errechnen.

4. D ie  S p r e i t u n g  v o n  D N S - h a l t i g e m  
M a t e r i a l  i n  P r o t e i n f i l m e n  ( P r o t o 
p l a s t e n ) .  Sie wird in gleicher Weise wie bei extra
zellulärer reiner DNS vorgenommen19’31’32 (Abb. 2). 
Sie bietet gegenüber den Verfahren, reine proteinfreie 
DNS darzustellen 33’ 34 Vorteile 35. Dieses Vorgehen wird 
als Standard-Methode bezeichnet. Das Protoplasten- 
Präparat wird in 1-m. Ammoniumacetat, pn 5, ohne 
weitere Reinigung, also mit Lysozym und Zellwand
bruchstücken, mit 1-m. Ammoniumacetat, ph 7, um das 
10-fache, und mit Cytochrom c, 0,01% Endkonzentra
tion, im gleichen Medium auf maximal das 100-fache 
verdünnt. Dadurch erreicht man, daß die Protoplasten 
nach der Spreitung sicher einzeln liegen. Die Spreitung 
erfolgt im L a n g m u i r - Trog auf 0,1-m. Ammonium
acetat, pn 7, wobei die spreitfähige Suspension 
(0,25 ml) von der wasserbenetzten Glasfläche eines 
Objektträgers als Ablauframpe auf 550 cm2 Wasser
oberfläche abgeschwemmt wird 31. Nach Ausbreitung des 
Films wird er auf 300 cm2 (entsprechend 1,2 m2/mg 
Cytochrom c) langsam bis zu einem Schub von 0,1 bis
0,3 dyn/cm komprimiert. Die geringe Konzentration 
der Protoplasten ergibt weder eine Filmvergrößerung 
noch Änderungen in den Kraft/Flächenkurven35. Der 
Film ist dann für längere Zeit stabil und kann durch 
Adsorption an die Kohleschicht einer horizontal gehal
tenen, befilmten Objektblende zum Elmiskop I (Sie
mens-Elektronenmikroskop) übertragen werden. Audi

31 A. K l e i n s c h m i d t  u .  R. K .  Z a h n ,  Z .  Naturforschg. 14 b, 770
[1959].

32 A. K l e i n s c h m i d t  u .  R. K .  Z a h n ,  IV. Internat. Kongr. E lek
tronenmikroskopie, Berlin 1958. Bd. II. 115 (1960).

33 C. E. H a l l  u .  M. L i t t .  J. Biophys. Biochem. Cytol. 4, 1
[1958].

34 C. E. H a l l ,  Ann. New York Acad. Sei. 81, 723 [1959].
33 A. K l e i n s c h m i d t ,  IIL Internat. Kongr. grenzflächenaktive

Stoffe. Köln 1960, S. 128 (1961).
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hier ist die Isopentan-Methode nützlich36: Entfernung 
des Wassertropfens durch Äthanol 30 Sek., dieses durch 
Isopentan (99% rein) 10 Sek., lufttrocknen (s. Abb. 2). 
Die freie Fläche der Objektblende ist 1-0,1 Millimeter.

M. LYSODEIKTICUS

K u ltu r Waschen

PROTO PLASTEN

Lysozym  Verdünnung  
5 1 0 '5 g /m l m.Cytochrom c 

37  °C, 3 0 '
I ^ ----- - I

in 1m Amm onium acetat. p H  5

E x t in k t io n :  0,6 0,4 <0,1

Sp re itu n g.

te] P t-K e g e l-  
Bedampfung

Abb. 2. Präparationsschema für die elektronenmikrosokopi- 
sche Darstellung von gespreiteten Protoplasten.

Da sich im Ausgangspräparat ca. 108 Protoplasten pro 
ml befinden, ergibt sich aus den obigen Daten in Über
einstimmung mit der Beobachtung, daß pro Objekt
blende im Mittel größenordnungsmäßig 1 gespreiteter 
Protoplast aufgenommen wird. Aus Vorversuchen ergab 
sich, daß der Cytochrom-c-Film gleichmäßig mit Proto
plasten besetzt ist. Die Platinbedampfung wird durch 
Rotation des Objekts allseitig unter einem flachen W in
kel von 6 bis 10 Grad (Abstand 13 cm Objekt-Bedamp- 
fungsquelle) vorgenommen (Kegelbedampfung37) . 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen werden in der 
Regel bei 8000-facher (Übersichtsaufnahme) oder 
80 000-facher Vergrößerung (hochauflösende Aufnah
men) auf Perutz-Kontrast-Platten gemacht.

5. H e r s t e l l u n g  d e r  D N S  a u s  M. lysodeikti
cus. Wie vorher angegeben, werden zunächst Protopla
sten dargestellt. Solange sie intakt vorliegen, bleibt

auch die darin befindliche DNS intakt. Jedoch ist zu 
beachten, daß 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 
Auflösung der Protoplasten möglichst gleichzeitig die 
DNS-abbauenden Enzyme (Desoxyribonucleasen), die 
schon in geringen Konzentrationen in freiem Zustand 
Aktivitäten entwickeln, zu hemmen. Das nächste Ziel 
ist die Denaturierung dieser Enzyme und ihre nach
folgende Abtrennung von den DNS-Makromolekülen. 
Leider sind die DNasen wie auch andere Proteine 38,39, 
in Gegenwart von DNS besonders stabil. Nach allen 
Erkenntnissen ist es einleuchtend, daß eine DNS-Dar- 
stellung ohne Störung durch DNase-Angriff nur an
genähert erreicht werden kann, und zwar:
1. Durch Einstellung eines geeigneten p^-Wertes

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

2. Durch Amvendung von Komplexon
Die neutralen DNasen bedürfen des Mg2® für ihre 

Aktivität. Dieses wird durch Äthylendiamintetraacetat 
(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 i s t40. 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 ,4  41,42], darf man mit einer 
hohen Hitzestabilität rechnen (ca. 80 °C). Temperatu
ren von 65 °C dürften zur Denaturierung der Ferment
proteine beitragen, ohne die DNS zu schädigen.

Aus diesen Überlegungen wurde bereits früher 43 ein 
hier modifiziertes Verfahren entwickelt:
Bereitung einer Lösung A -

1 Vol. Äthylendiaminotetraacetat-di-natriumlösung
8-proz. +  1 Vol. Na-dodecylsulfat * als 10-proz. Lö
sung in 40-proz. Äthanol.

Das Ganze wird gemischt und mit K2C 03 neutrali
siert (pn 7 ,0+  0,2) +  8 Vol. dest. Wasser.

36 Nach D . P e t e k s :  vgl. 1. c . 31.
37 L. R e im e r ,  Elektronenmikroskopische Versuchs- u. Präpa- 

rationsmethoden, Springer-Verlag, Berlin-Göttingen-Hei- 
delberg 1959, S. 186.

3 8  J .  P. G r e e n s t e i n  u .  M . L. H o y e r ,  J. biol. Chemistry 82, 457
[1950].

39 G. Z u b a y  u. P. D o t y ,  Biochim. biophysica Acta [Amster
dam] 23, 213 [1957].

40 N. S u e o k a ,  J. M a r m u r  u .  P. D o t y ,  Nature [London] 183,
1429 # 9 5 9 ] .

4 1  K . Y. L e e ,  R. W a h l  u .  E. B a r b u , Ann. Pasteur 91, 212
[1956].

4 2  J .  J o s s e ,  A. D. K a is e r  u .  A. K o r n b e r g ,  J .  biol. Chemistry 
236, 864 [1961].

43 G. K i e f e r .  R. K i e f e r ,  G. Z a h n  u .  R. K . Z a h n , Biochem. Z . 
334, 49 [1961],

* Den Deutschen Hydrierwerken GmbH und Herrn Dr.
H. L a n g e ,  Henkel u. Co., Düsseldorf, danken wir für das 
Präparat (Texapon K  12 umkrist.).
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Die Lösung wird jetzt erwärmt, bis der gesamte Al
kohol entwichen ist und dann auf ca. 100 °C gebracht.

Lösung B
2.5 Vol. Protoplasten-Suspension (ca. 2 -IO8 Pr./ml) 

in einen großen E r l e n m e y e r  - Kolben mit hitzebe
ständigem Nichtmetall-Rührer geben.

7.5 Vol. dest. Wasser zufügen, rasch Rührer einschal
ten, schnell 100 °C heiße Lösung A zugeben und in 
ca. 5 Sek. homogen rühren. Dabei muß heftiges Wir
beln vermieden werden.

Sollte die spezifische Viskosität (bei ca. 23 °C) über
3 liegen, so wird mit 5-proz. Detergens-Lösung ent
sprechend verdünnt. Zu der so eingestellten Lösung 
wird unter vorsichtigem Rühren NaCl zugefügt, 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 geschützt, der 
Gefahr der mechanischen Zerkleinerung der fadenför
migen Molekeln kann aber nicht annähernd in gleichem 
Maße begegnet werden. Jedesmal wenn die DNS-Mole- 
keln einem Strömungsgradienten unterworfen werden 
(Strömen, Rühren, Filtrieren, Zentrifugieren usw.), 
zerbrechen sie in kleinere Stücke. Diese haben eine 
charakteristische Längenverteilung, bei denen in gün
stigen Fällen die mittleren Längen der einzelnen Ban
den im Verhältnis ganzzahliger Vielfacher zueinander 
stehen26, 31> 44. Damit ergibt sich auch eine Erklärung 
für die relativ einheitlichen mittleren Mol.-Gew. der 
meisten beschriebenen DNS-Sorten.

Für 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-Länge abgesunken sein?

Für uns war es widitig, möglichst die morphologische 
Kontinuität von den fädigen Gebilden der Protoplasten 
bis zu den möglichst reinen Präparaten zu demonstrie
ren.

Wir haben daher das klare Filtrat in kleinen Portio
nen in — 5 °C kaltem 60-proz. Äthanol eingegossen, 
um die DNS zu fällen. Das fädige Material, das mög
lichst feinflockig und ohne Verklumpung ausfallen soll, 
wird noch mehrmals mit frischem 60-proz. Alkohol ge
spült, um alles Reagenz zu entfernen, dann nach vor
sichtigem Ablaufenlassen ein Aliquot in 1-m. Ammo
niumacetat gelöst und wie bei anderen P räpara ten31 
zur Elektronenmikroskopie verwendet (Präparat Lj).

44 E. B urgi u . A. D. H e r s h e y ,  B iol. Proc. 1961, 148.
45 E. K e l l e n b e r g e r ,  Growth of Bacteriophage, 9. Sympos. Soc.

gen. M icrobiol., S. 11, (1960).

Der Rest des Gefällten wird in 1% NaCl+  0,1% EDTA 
gelöst, mit Detergens bis zu 5% und NaCl ca. 10% ver
setzt (p h  5) 31 und dann in der Kälte neuerlich lang
sam (ca. 10 Stdn. lang) filtriert. Der klare Durchlauf 
wird wie bei Lt mit kaltem Äthanol gefällt, gewaschen 
(Präparat L2) und zur elektronenmikroskopischen Dar
stellung verwendet.

Trocknung nach Spülen mit absolutem Alkohol und 
anschließendem Spülen mit Äther in der Kälte ist mög
lich. In getrocknetem Zustand in der Kälte aufbewahrt, 
verliert das P räparat im Laufe von Monaten an mitt
lerer Länge, besonders bei den extrem langen Fäden, 
und zeigt zunehmend Denaturierungsstellen. Audi in 
gelöstem Zustand fanden wir bisher keinen Weg, den 
makromolekularen Charakter über Monate unverändert 
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 //g/ml, pn 7, 0,05-m. Mg2®, 0,005-m. Ca20 geht die 
Säurefällbarkeit spätestens nach 2 Stdn. verloren. Die 
F e u 1 g e n - Reaktion ist stark positiv. Es handelt sich 
bei dem P räparat L2 also um eine relativ reine DNS.

Resultate und Diskussion

1. D ü n n s c h n i t t e

Durch Züchtung von Bakterien in NaCl-haltigem 
N ährm ed ium 29 erhält m an intrazellulär konden
sierte, zentralliegende Regionen gegenüber dem 
randständigen  Cytoplasm a. Sie sind durch das Feh
len von Ribosom en ausgezeichnet und haben klei
nere elektronenoptische Dichte als das Cytoplasma. 
Dies trifft auch für Staphylokokken zu 26. Die Orte 
geringen m ittleren K ontrasts kann man mit „Nucleo- 
p lasm a“ oder N uclearregion bezeichnen. Durch die 
große Form änderung  des Bakterienkerns in einzel
nen Zellindividuen (z. B. in Ruhe- und W achstums
stadien, nach Phageninfektion 45, nach Chloramphe- 
n icol-B ehandlung46) und der großen K onzentra
tions-Unterschiede im Cytoplasma (hauptsächlich 
P roteine und R N P-Partikel) treten regelm äßig keine 
definierten, scharf um grenzten Bezirke auf. M an er
hält auch oft bei Bakterienschnitten nur A ndeutun
gen von N uclearregionen, zuweilen erkennt m an nur 
einzelne Fadenaggregate. Bei in Teilung begriffenen, 
rasch wachsenden Bakterien können auch die zentra
len Orte durch ein kontrastreiches, oft g ranulär oder 
nahezu homogenes cytoplasmatisches M aterial so

46 E. K e l l e n b e r g e r ,  A. R y t e r  u .  J. S e c h a u d ,  J. Biophys. B io
chem. Cytol. 4, 671 [1958].



INTRAZELLULÄRE FORMATION VON BAKTERIEN-DNS 7 3 5

überdeckt werden, daß weder E inzelfäden noch Nu- 
clearregionen deutlich erkennbar sind. N ur eine 
cytoplasm atische Aufhellung, bzw. in extrem  dün
nen Schnitten eine Verflechtung von granulärem  und 
fädigem  M aterial, deutet den in trazellulären DNS- 
Pool an 26. Das Erscheinungsbild des Bakterienzell
kerns hängt nicht allein von der unterschiedlichen 
intracytoplasm atischen M aterialfüllung, also von 
W achstum sphase und Syntheseleistung der Zelle ab. 
Es überlagern  sich die E igenheiten der kon trast
gebenden, m ehr oder weniger spezifischen F ixierung 
und Einbettung, die Einflüsse der Schnittdicken und 
Eigenschaften der elektronenm ikroskopischen A b
bildung.

Die Chancen, einzelne DNS-Fäden im Bild zu er
kennen, sollen am einfachen Modell etwas näher ab 
geschätzt werden. Zur Vereinfachung sei angenom 
men, daß es sich erstens um statistisch ungeordnete 
gerade Fäden ohne gegenseitige B ehinderung han 
delt, die zweitens sehr lang im Vergleich zur Schnitt
dicke D  sind. Die in Abb. 3 dargestellten F äden 
haben auf D  bezogene Bildlängen von l/D  =  tg $ .

Abb. 3. Schema der Abbildung von Fäden in Dünnschnitten  
(ohne Berücksichtigung der elektr.-mikr. Vergrößerung) und 
berechnete Bildlängenverteilung (Bildlänge in E inheiten der 

Sdinittdicke D ) .

D eren V erteilung sei gesucht. D ie statistische A nord
nung ohne gegenseitige Behinderung bedeutet, daß 
keine Lage im Schnitt bevorzugt ist. D araus folgt 
die Richtungsverteilung (die infinitesim ale W ahr
scheinlichkeit d JF ($ ) dafür, daß der Faden im 
Schnitt einen W inkel zwischen #  und #  +  d #  ein
nim m t, d ividiert durch den infinitesim alen W inkel 
d $ ) aus einer geometrischen Ü berlegung als

d JP(0) 1 . „ 
d# =  ~2 Sm * (1)

D ie B ildlängenverteilung ergibt sich dann m it der 
Beziehung

dW  (l/D ) dW (& ) d #
V  d {l/D) ~  d $  ’ d (l/D )

zu (vgl. Abb. 3)

d W (l/D )  
d d /D )

l/D

2 ! / [ i  + (1 /D ) * y  '
(2)

Die Längen 1 =  Z)/]/2 , entsprechend einem Winkel 
$  =  3 5 ° , sind die häufigsten. Fäden, die länger als 
einige Vielfache der Schnittdicke sind, w ürde m an 
nu r selten finden. [Auch hier erweist es sich als 
nützlich, die Schnittdicken anzugeben. Bei ungenü
gender p räp ara tiv e r D ifferenzierung (dichte Pak- 
kung, dichtes Zwischen- oder A nlagerungsm aterial) 
und sehr dünnen Schnitten kann u. U. das fädige 
Aussehen im Bild zugunsten einer G ranulierung 
oder einer nahezu hom ogenen S truk tu r verlorenge
hen, zum al außerdem  der B ildkontrast m it wachsen
dem $  abnim m t.] D er Nachweis oder gar die objekt
getreue A bbildung eines quergeschnittenen Fadens 
( $ « 0 )  ist ebenfalls ein seltenes Ereignis. Denn fü r 
die echte Q uerschnittsabbildung muß m an bei einer 
elektronenoptischen A uflösung e fordern , daß $  
nicht g rößer ist als etwa e/D . Die W ahrscheinlichkeit 
dafü r ist aber nach Gl. (1) {e *€ D ) :

e \ B

W(e/D)  = 2  / I s i n # d # « i  (e/D) 2. 
o

H ieraus ergib t sich, daß z. B. fü r D  =  500 Ä  und 
e =  10 Ä  unter 5000  angeschnittenen Fäden n u r eine 
reelle Q uerschnittsabbildung im M ittel möglich ist.

D ie bei der A bleitung gemachten Annahm en sind 
im B akterienzellkern n u r ungenügend erfüllt. W eder 
ist die Lage der Fadenstücke voneinander unabhän
gig, noch sind die F äden  gerade. Der letzte Um stand 
läßt jedoch keine wesentliche Ä nderung im Typ der 
Längenverteilung erw arten. Dagegen könnte die 
wechselseitige B ehinderung infolge hoher DNS-Kon- 
zentration in  der N uclearregion bei den einzelnen 
Bakterien zu teilweise geordneten Aggregaten 
(Strängen) A nlaß geben, wie sie oft auch gefunden 
w erden (Abb. 4 * ) ,  deren allgem einer V erlauf in 
Serienschnitten verfolgt werden kann (Abb. 5 ) .

N im m t m an den Durchm esser eines intrazellulä
ren  DN S-Fadens (einschließlich angelagerter P ro 
teine und „F ärbesubstanz“ ) m it 30 Ä  an, können 
bis zu ca. 10 Fadenschichten in  einem Schnitt von 
300 Ä  aufeinander liegen. Bei dieser dichten Pak- 
kung w ird  es nicht möglich sein, die Einzelfäden zu 
erkennen, da kaum  noch ein K ontrast zur unm ittel
baren  U m gebung vorhanden ist. Um gekehrt kann

* Abb. 4 - 9  s . Tafel S. 736 a - d .

Länaenverteiluna im  Bild 

i l l !
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m an bei E rkennbarkeit von Einzelfäden sagen, daß 
diese in einer anderen Substanz bzw. Flüssigkeit 
locker eingebettet sind.

Bei der Kenntnis des durchschnittlichen DNS- 
Gehaltes einzelner Bakterien, des aus Serienschnit
ten erhaltenen Volumens der N uclearregion und 
einigen Annahm en über den Fixierungsprozeß, der 
m it einer Proteinein lagerung an die F äden verbun
den i s t 17, kann man auf die Raum besetzung schlie
ßen. Die Berechnung des DNS-Gehaltes von M icro- 
coccus lysodeik ticu s  6 ergibt ca. 1 0~ 14g pro  Zelle, 
die in einem durchschnittlichen Volumen (z. B. nach 
Abb. 5) von 3 'IO -14 cm3 untergebracht sind. Bei 
einem spezifischen Volumen von ca. 1,5 cm 3/g  (un
ter Einschluß eingelagerter osm iophiler P roteine) 
erhält m an an H and von A ufnahm en etwa das V ier
fache des fü r die DNS-M akromeloküle zur V erfü
gung stehenden Raums. Es ist wohl denkbar, daß 
auch darin  sich die Pleom orphie des Nucleus aus
drückt; physiologisch oder artifiziell bedingtes V er
halten der Fadenm oleküle kann zu H eterogenitäten 
in der R aum erfüllung führen. Nach den seither e r
haltenen U ntersuchungsergebnissen scheint jedoch 
bei sehr verschiedenartigen Bakterien eine gleich
förm ige E rfüllung dieses Raumes, gewisserm aßen 
durch flotierende Fäden, die Regel zu sein. Bei rasch 
wachsenden Staphylokokken, in der log-Phase der 
V erm ehrung, werden diese Räum e m it cytoplasm ati- 
schem M aterial, insbesondere Ribosom en, zusätz
lich angereichert27.

2. G e s p r e i t e t e  P r o t o p l a s t e n

Da relativ stabile Zellwände von B akterien oder 
Reste davon eine A usbreitung intrazellulären m akro
m olekularen M aterials beim Spreiten verh indern , ist 
die Um wandlung von kugeligen Teilchen in stärker 
aufgelockerte Gebilde n u r m it zellw andfreien P ro to 
plasten möglich. Der rasche und vollständige A bbau 
der Zellwand durch Lysozym gelingt besonders gut 
bei M icrococcus lysodeik ticu s 20, 28. Schon die D ar
stellung dieser Protoplasten  in D ünnschnitten ergibt 
eine unterschiedlich starke A uflockerung der N u
clearregion (Abb. 6 ) . Dies bedeutet, daß der DNS- 
Inhalt in eine gegenüber intakten Bakterien (Abb. 5) 
aufgelockerte Form  übergehen kann, wenn die raum 

47 P. H . H o f s c h n e i d e r ,  Proc. Europ. Regional Conf. Electron
Microscopy, Delft 1960, S . 1028 (Eds.: A. L. H o u w in k  a.
B. J. S p i t )  .

48 R. W . H o r n e  u . A. P. W a t e r s o n ,  J. Mol. Biol. 2. 7 5  [I9 6 0 ].

beengende Zellwand ganz oder teilweise entfernt ist. 
Dies w urde nicht nur an M icrococcus lysodeik ticu s, 
sondern auch an anderen Bakterien (z. B. E. coli- 
S p h äro p lasten 47) gefunden. Nach der F ixierung 
sind bis zur E inbettung zusätzlich kleine intrazellu
läre M aterialverschiebungen — trotz der anfangs 
angewendeten hypertonen Lösung — möglich.

Eine viel weitergehende Auflockerung gelingt bei 
A nw endung des Spreitungsverfahrens nach der S tan
dardm ethode (Abb. 7 ) .  M an erhält von jedem  ge
spreiteten P ro toplasten  einen zusam m enhängenden 
zweidim ensionalen „D N S-K näuel“ , dessen D urch
m esser etwa das Zehnfache des ursprünglichen P ro to 
plasten beträgt. Die Spreitungskräfte sind in  der 
Regel geringer als die S tabilität des DNS-Faden- 
systems, da Brüche sehr selten beobachtet werden. 
Dieses Fadensystem  kann vor allem in den A ußen
zonen untersucht werden (Abb. 8 ). Die Bilder zei
gen regelm äßig eine zentrale vielfache Ü berlagerung 
von E inzelfäden, die in der Peripherie des Knäuels 
rückläufig sind. Diese S trukturen werden durch die 
Spreitung verursacht, da m an in Suspensionen bis 
vor dem Abschwemmen nur kugelige Protoplasten, 
und sehr selten Zelltrüm m er im Phasenkontrast- 
m ikroskop erkennt. Von letzteren können die gele
gentlich zwischen einzelnen gespreiteten Protoplasten 
liegenden DNS-Fäden herrühren.

Die peripher stets vorhandenen Schlaufen können 
breit (Abb. 7) oder in engen meist verdrillten Stük- 
ken zu liegen kommen (Abb. 8 ) . Diese verdrillten 
Bereiche m üssen vor der endgültigen A usbildung 
zum zweidim ensionalen Film  entstanden sein, da 
eine R otation zweier Fäden um ihre gemeinsame 
Längsrichtung nicht möglich ist, wenn sie im ober- 
flächen-denaturierten Proteinfilm  fixiert sind. Zwei 
verdrillte DNS-Fäden (Abb. 8 a) ergeben eine Zick- 
Zack-Linie, wie sie ähnlich als H elixstruktur bei 
RNS-haltigen V irusarten  (Mumps-, Newcastle- und 
Sendai-V irus 48,49) mit der M ethode des Negative 
S taining 50, 51 gefunden wurde. Ih r m ittlerer D urch
m esser ist aber nicht einheitlich, man erkennt auch 
Schlaufen zweier Einzelfäden. Diese zeigen jedoch 
wohl keine weiteren Details mehr. H ier liegt auch 
die Grenze der bei Schräg- und Kegelbedampfung 
bisher erreichten Auflösung von Punktstruk turen :

49 R. W . H o r n e ,  A. P. W a t e r s o n ,  P. W i ld y  u . A. E. F a r n h a m ,  
Virology 11, 79 [I9 6 0 ].

50 C. E. H a l l ,  J. Biophys. Biochem. Cytol. 1, 1 [1956].
51 H .  E. H u x l e y ,  Stockholm Conference on Electron M icro

scopy 1956, S. 260 (1957). S
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Abb. 4. Dünnschnitt von Staphylococcus aureus, Stamm S.A.B. in 1 -m. NaCl enthaltendem Nährboden gewachsen. Vergröße
rung: 110 000-mal. Schnittdicke ca. 200 Angström-Einheiten. ZW: Zellwand. CM: Cytoplasma-Membran. N : Nuclearregion.
Abb. 5. Serienschnitte (a bi> h) von M icrococcus lysodeikticus. Vergrößerung: 51 000-mal. D: Dichtes Körperchen. C M : 

Cytoplasma-Membran. Durchschnittliche Dicke ca. 270 Angström-Einliei ten.
Z e i t s c h r i f t  f ü r  N a t u r f o r s c h u n g  16 b .  S e i t e  7 30  a .



Abb. 6. Dünnschnitt von Protoplasten von M icrococcus lysodeikticus. Vergrößerung: 82 000-mal. CM : Cytoplasma-Membran. 
D: Dichtes Körperchen. Schnittdicke ca. 250 Angström-Einheiten. W echselnder Gehalt an DNS-Fäden im Zentrum.

X e i N c h r i f t  f i i r  .X a f u r f n r - c l i u n « :  S»- i t r  7 ‘)<1 I



Abb. 7. Gespreiteter Protoplast. Ausschnitt. Vergrößerung: 52 000-mal. R: Ribosomen, PR : Protoplasten- und Zellwand
reste. Breite Schlaufen in der Peripherie.

Z e i t s c h r i f t  f ü r  Na tur for . -chun»!  16 h.  S r i t c  730 i \



Abi). 8. Peripherie eines gespreiteten Protoplasten. Vergrößerung: 60 000-mal. Lang auseinander gezogene Fadenpaare, am 
Ende stets Schlaufen. Teilbild a: 96 000-mal. Verdrilltes DNS-Fadenpaar.

Abb. 9. Aus M icrococcus lysodeik ticus  gewonnene gespreitete DNS. Vergrößerung: 34 000-mal. a: Präparat Lt schwach
gereinigt, b: Präparat L., höher gereinigt.

Zr it - rh r i t l  fiir Nalurfur^c lnin" l(i 1>. Si ' i tr  730 d.



INTRAZELLULÄRE FORMATION VON BAKTERIEN-DNS 7 3 7

Bei höheren V ergrößerungen stellen sich die Fäden 
als Spur von Platinkriställchen (m ittlerer Durch
m esser verschiedener P räparationen  15 — 20 Ä) ent
lang dem kontrastarm en und daher unsichtbaren 
DNS-Faden dar. Daß die Durchmesser der Einzel
fäden verschiedener P räparationen  variieren (70 bis 
130 Ä, vgl. Abb. 7 bis 9 ) , ist eine Folge derjenigen 
P aram eter der P t-K ontrastierung (z. B. M engenver
teilung im B edam pfungsstrahl, effektiver Aufdampf- 
w inkel), welche durch ihre schwer kontrollierbare 
Inkonstanz die p ro  Flächeneinheit auf dem Objekt 
deponierte P latinm enge verändern  und zusammen 
m it den adsorptiven Eigenschaften des Objektes die 
fü r die A uflösung entscheidende P latin-K orngröße 
m itbestim m en. Sicher ist die A nlagerung von P ro 
teinen oder ähnlichen Stoffen, wie sie natürlicher
weise in  den P rotoplasten  oder bei Zusatz von Cyto
chrom c Vorkommen, nicht die ausschlaggebende U r
sache fü r die V ariation  der queren Durchmesser. 
Dies ergaben viele Versuche an hochgereinigten 
D N S-Präparaten  und Zugabe verschiedener Mengen 
von Cytochrom c und anderen Proteinen, wie Rin- 
derse rum album in31, 32. Ähnliche Grenzen der Auf
lösung ergeben auch V erfahren m it Phosphorw olf
ram säuren  und W olfram aten 50~ 52.

K ontrolliert m an, durch V ariation  der pn-W erte 
zwischen 7 und 5, die Konstanz der einzelnen Prä- 
parationsschritte bezüglich des Ergebnisses m it der 
S tandardm ethode (s. M ethodik 4 ) ,  so erhält man 
nur bei der Lysozym einw irkung pn 5 gespreitete 
P rotoplasten, die entsprechend Abb. 7 auf zusam 
m enhängender Fläche noch „vollständig“ sind. Bei 
Verschiebung der pn-W erte zum Aktivitätsoptim um  
einiger Enzyme, insbesondere Nucleasen, h in  treten 
m ehr oder w eniger auseinandergezogene Fäden auf. 
Die verschiedenen Versuche lassen sich tabellarisch 
zusam m enfassen (Tab. 1) :

Sobald m an die Lysozym behandlung oberhalb 
Ph 5 vornim m t, erhält man Effekte, die erst bei der 
S preitung sichtbar werden. Im  Lichtmikroskop er
kennt m an nur P rotoplasten (außer bei e ) . U nter
halb pn 5 treten  m it Cytochrom c und DNS oder 
anderem  M aterial nicht film bildende P räzipitate in 
Lösung auf, so daß die Spreitfähigkeit der Suspen
sion rasch abnim m t.

52 H .  E. H u x l e y  u .  G. Z u b a y ,  Proc. Europ. Regional Conf.
Electron M icroscopy, Delft 1960, S. 703, (Eds.: A. L. Hou-
w in k  a. B. J. S p i t )  .

53 D. E l s o n ,  Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 36, 372
[1959].

L ysozym  - 
Wirkung

Spreitung
au f

bei/»H
Molar.
Am .
A c.

Substrat
(0,1-m .)

Pn

E rgebnis

a 5 1 7 P rotop lasten  rund, b e
grenzt

b 7 1 7 E inzelne lan ge, auch kür
zere F äden

c 7 1 5 E in zeln e lange, selten  
kürzere F äden

d 5 1 5 P rotop lasten  rund, b e
grenzt

e 5 0 ,1* 7 V iele , o ft zusam m en
hängende F äden

Tab. 1. Versuch a =  Standardmethode. Vor der Spreitung 
Verdünnung (1 : 100) und Cytochrom c-Zusatz (0,01%) bei 
gleichbleibender M olarität. * Keine Protoplasten im Phasen-

kontrastmikroskop sichtbar, bei a —d sonst vorhanden.
Arn.Ac =  Ammoniumacetat.

Dieser pn-abhängige w eiterreichende Zerfall läßt 
sich wohl m orphologisch nicht näher analysieren. 
Da dabei auch sehr lange DNS-Fäden zerkleinert 
werden, w ird m an h ier eine A ktivierung von Des- 
oxyribonucleasen (DNasen) in  Betracht ziehen, 
beim Zerfall von R ibosom en auch R ibonucleasen 
frei werden 53, 54. Da die Lösungen n u r A m m onium 
acetat als Lösungsm ittel enthalten, sind solche E r
scheinungen leicht zu verstehen auf G rund der be
kannten Em pfindlichkeit der R ibosom en gegenüber 
einem Defizit an Mg2® 55. Beim Zerfall von P ro to 
plasten bei pn 7 werden latente RNase- und DNase- 
A ktivitäten frei, w ährend bei pn 5 die A ktivität die
ser zelleigenen Nucleasen noch gering ist. W ährend 
des Spreitungsvorgangs verändern  sie die pn 7- 
P rotoplasten  so, daß im endgültigen Bild des Pro- 
tein-Mischfilms die DNS auseinandergezogen, z. T. 
auch zu unterschiedlichen Bruchstücken verkürzt e r
scheint. Bei diesen Fäden sind ebenfalls in un ter
schiedlichem M aße R ibosom en und weiteres cyto- 
plasmatisches M aterial in  nächster Um gebung im 
Film  verteilt. Nach der Lysozym -Einwirkung pn 5 
lassen sich ebenfalls noch pn-Verschiebungen bis 7 
in der Protoplasten-Suspension vornehm en; diese 
haben aber dann keinen oder nu r einen geringen 
Effekt auf die Entknäuelung. Im  Lichtm ikroskop 
sind auch hier, bis zum Abschwemmen der Protein-

54 D. E l s o n ,  Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 207,
216 [1958],

55 R .  B. R o b e r t s ,  Ann. New York Acad. Sei. 88, 752 [I9 6 0 ].
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lösung auf dem Substrat, stets intakte P ro toplasten  
vorhanden.

In  Analogie zur W irkung natürlich vorhandener 
Nucleasen-Aktivitäten erhält m an einen raschen Zer
fall der DNS-Fäden zu sehr kurzen DNS-Stücken, 
wenn m an Ribonuclease (10 bzw. 50 /^g/ml, pn 7,
1 -m. A m m onium acetat) auf P ro toplasten  in  Suspen
sion einwirken läßt. Dabei sind nach den seither 
gewonnenen A bbildungen alle R N P-Partikel so
weit abgebaut, daß sie nicht m ehr m orphologisch als 
typische F ilm bestandteile in Erscheinung treten.

DNase (I, aus R inderpankreas [W orth ing ton], 
10 /^g/ml, 0,05-/n. Mg2®, 1 -m. A m m onium acetat 
Ph 7, 22 °C) ru ft bei sonst gleichen Ansätzen wie 
bei den RNase-Versuchen einen so intensiven A b
bau der DNS-Fäden hervor, daß m an schon nach
10 Min. Einw irkungszeit überhaupt keine F aden
stücke m ehr vorfindet. Selten treten  nur b izarr ag
gregierte, stark  denaturierte  fädige K onglom erate 
auf, ähnlich denen beim kurzen Erhitzen der DNS 
in L ö su n g 56.

3. D i r e k t e  B e z i e h u n g e n  i n t a k t e r  
D N S - F ä d e n  z u  c y t o p 1 a s m a t i s c h e m 

M a t e r i a l

M an findet sie, an H and zahlreicher D ünnschnitte 
und gespreiteter P rotoplasten , w eiter bestätigt 22, 23. 
Der ganze DNS-Pool besteht, wie die zweidim ensio
nale A usbreitung im Proteinfilm  zu zeigen verm ag, 
wahrscheinlich aus n u r einem oder einzelnen weni
gen Fäden, da freie Enden selten sind und meist 
n u r in Einzahl auftreten  17. P aarig  nahe beieinander
liegende Fadenenden, in  einer (gedachten) Schlaufe, 
weisen m ehr auf einen präparationsbedingten  A briß 
hin. Das kann durch die Oberflächenkräfte bei der 
F ilm bildung oder bei der A dsorption an die Träger- 
Folie auftreten.

In  D ünnschnitten verschiedenster Bakterien (z. B. 
E. c o l i 18, 29, 45, Proteus 26, Salmonella typhimu- 
rium  57, Staphylococcus aureus17,26, M ikrokokken 58, 
Bacillus megaterium, subtilis und cereus59~62, 
Streptom yces 63 u. a.) findet m an, bei optim aler F i

50 D. L a n g , A .  K le in s c h m id t  u .  R. K . Z a h n , Proc. Europ. R e
gional Conf. Electron M icroscopy, D elft 1960, S .  686
(E d s.: A. L . H o tjw in k  a. B. J. S p i t )  .

57 A .  B ir c h - A n d e r s e n ,  IV. Internat. Kongr. Elektronenmikro
skopie, Berlin 1958, B d .  II, 44 (1960).

58 W. v a n  I t e r s o n  u .  C. F. R o b in o w , J. Biophys. Biochem.
Cytol. 9, 171 [1961],

59 P. C. Fitz-James. J. Biophys. Biochem. Cytol. 8. 507 [I9 6 0 ].

xierung der N uclearreg ion29 am Rand der DNS- 
Pools vielfach auch Stellen, in denen Fadenm aterial 
in cytoplasmatische Bezirke überzugehen scheint. 
N ur an den Orten, wo dieses der Cytoplasm am em 
bran  bzw. der Zellwand dicht anliegt (Abb. 4 ) ,  oder 
wo fadenfreie Bezirke ohne das Cytoplasm a-M aterial 
vorhanden sind, fehlt der K ontakt. In der Zeitfolge 
von Zellteilungen, bei der R eduplikation der DNS, 
kann sich das sehr wahrscheinlich rasch ändern . Be
sonders in wachsenden und sich verm ehrenden K ei
men w ird die N uclearregion im Schnittbild auf K o
sten einer diffus, z. T. auch granulär erscheinenden 
zentralen Zone von Cytoplasm a verkleinert oder 
ganz überdeckt 26. H ier scheinen also stärkere Wech
selbeziehungen von DNS zu Cytoplasm a zu bestehen, 
im „R uhezustand“ oder bei W achstum shem m ung 
z. B. durch NaCl differenzieren sich die nucleären 
und cytoplasmatischen Regionen deutlich.

In  zweidimensional ausgebreiteten P ro toplasten  
im Proteinfilm  findet man die Ribosomen nicht aus
schließlich in der Peripherie. Sie liegen nicht n u r 
zwischen DNS-Fäden oder -Strängen (Abb. 7 ) ,  son
dern sind auch in  konzentrierter Form  in flächigen 
Ansam m lungen vorhanden, die durch DNS-Schlau- 
fen begrenzt s in d 17. Bei dichter Packung besetzen 
sie dann das ganze Areal, manchmal sind  kleine 
kom pakte Anhäufungen vorhanden, aus denen die 
Ribosom en in die Filmfläche zu treten scheinen. In  
anderen Arealen findet m an kettenförm ig aggregierte 
Gebilde. Diese können kurzen DNS-Stücken ähneln, 
lassen sich aber durch ihre Ketten-Glieder und  G rö
ßenunterschiede meist deutlich davon abtrennen.

Die ribosom enhaltigen A nteile und weiteres cyto- 
plasmatisches M aterial träg t zur F ilm vergrößerung, 
in nächster Um gebung der DNS-Fäden bei. D afür 
spricht auch eine um die Protoplasten befindliche 
Zone, die offensichtlich nicht dem Bild des Cyto- 
chrom-c-Films entspricht.

4. I s o l i e r u n g v o n  D N S  a u s  P r o t o 
p l a s t e n  v o n  M icrococcus lysodeik ticu s

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

60 W. v a n  I t e r s o n ,  Proc. Europ. Regional Conf. Electron  
M icroscopy, Delft 1960, S . 763 (Eds.: A. L. H o u w in k  a. 
B. J. S p i t ) .

61 W. v a n  I t e r s o n ,  J. Biophys. Biochem. Cytol. 9, 183 [1961].
62 P. G i e s b r e c h t ,  Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektions- 

krankh. Hyg., I. Abt., Orig. 176, 413 [1959].
63 D. A. H o p w o o d  u .  A. M. G l a u e r t ,  J. Biophys. Biochem. 

Cytol. 8. 267 [I9 6 0 ].
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zur Freilegung von DNS aus Micrococcus lysodeikticus 
und anderen Bakterien zu sein 20, 41, 64. Zur Reindar
stellung wurde der Zellwandabbau durch Lysozym kom
biniert mit der Proteinabtrennung durch Dodecylsulfat. 
Je schonender dies durchgeführt wird, umso längere 
Fäden darf man dabei erwarten. Das je nach Erforder
nis mit verschiedenen Präparationsschritten vorgehende 
V erfahren43 läßt sich mit der morphologischen Dar
stellung von DNS-Fäden in verschiedenen Reingungs- 
stufen verbinden. Die ersten Schritte (einmalige Pro
teinabtrennung) zeigen noch reichlich zwischen den 
DNS-Fäden liegende, teils aggregierte Partikel (Abb.
9 a ) , die bei weiterer und eventuell wiederholter Do- 
decylsulfat-Behandlung ganz entfernt werden können. 
Dabei bleiben die DNS-Fäden aber sehr lang, und län
ger als bei früheren Präparationen 19, 26, 3o.

A ndererseits en tfern t m an sich m it jedem  Reini
gungsschritt im m er m ehr von der ursprünglichen 
Länge der E inzelfäden der Protoplasten. Sie sind 
jedoch als ideale unverzweigte Fäden in beiden F äl
len (Abb. 7, 8 und 9) morphologisch untereinander 
gleich. Es besteht deshalb kein G rund, an der Iden
titä t der Protoplasten-DN S-Pools im Spreitungsbild 
und daraus iso lierter DNS zu zweifeln.

Die m it der Spray-M ethode auf frisch gespaltenem 
Glim m er (nach H a l l  33, 34, 65, 66) erhaltenen A bbil
dungen ergeben ähnliche Auflösungen, wenn auch 
dünner erscheinende Fäden. Sie sind nur einseitig 
m it P t beschattet, und es fehlt ihnen eine adsorbierte 
Proteinschicht. Bei gleichzeitiger Bedam pfung m eh
rerer P räp ara te  aus verschiedenen Spreitungs-Prä- 
parationen  erhält m an einen brauchbaren Vergleich 
der F äden in  ih rer Breite. V oraussetzung ist jedoch, 
daß auch die Folien aus einer gem einsamen F erti
gung stammen.

6 4  S .  S p ie g e lm a n ,  A .  I. A r o n s o n  u .  P. C. F itz - J a m e s ,  J .  Bacte-
riol. 75, 102 [1958].

Schlußfolgerungen

Die Befunde seitheriger m orphologischer und b io
chemischer U ntersuchungen w aren fü r  die Fragen 
der A nordnung und des V erhaltens der intrazellu
lären Bakterien-DNS z. T. nu r ind irek t bew eiskräf
tig. Ebenfalls indirekt w urde durch ih r V erhalten 
bei der R eduplikation und durch ih re  G enfunktion 
auf die A nordnung der DNS geschlossen. Auf G rund 
unserer Versuche fügen w ir diesem Problem kreis 
die folgenden Schlüsse h inzu:

a) Die in trazellu läre DNS-Ansam m lung ist ein 
dicht zusam m enhängendes, in  der Regel zentral lie
gendes Knäuel, das stufenweise p räp ara tiv  aufge
lockert werden kann. Ih r  räum licher O rdnungsgrad 
ist höher als bei einer verdünnten DNS-Lösung. 
S tärkere A nsam m lungen von cytoplasmatischem 
M aterial in  der N uclearregion treten  bei wachsen
den und sich verm ehrenden Bakterien auf.

b) In  der protoplastischen E inheit der Bakterien
zellen im „R uhezustand“ , d. h. in  den einzelnen 
Protoplasten  befinden sich m it Sicherheit nu r sehr 
wenige, wahrscheinlich aber nu r ein  sehr langer 
DNS-Faden. Es w urden in keinem Fall echte V er
zweigungen dieses DNS-Fadens gefunden.

c) Beim Zerfall, wie durch D N S-Isolierung in 
vitro, oder bei P ro top lasten -P räparaten  unter un 
günstigen Bedingungen, treten Fadenbruchstücke 
auf, die unterschiedliche Längen aufweisen. Etwa 
gleich lange Fadenstücke sind nie gefunden worden, 
die gemessenen Längenverteilungen weisen erheb
liche S treuungen auf. M orphologisch g ibt es weder 
im DNS-Zellinhalt vorgebildete noch durch P rä p a 
ra tion  freilegbare einheitliche DNS-Anteile, denen 
einheitliches Mol.-Gew. zuzuordnen wäre.

65 C. E .  H a l l  u .  P. D o t y ,  J. Amer. chem. Soc. 8 0 ,1 2 6 9  [1958],
66 P. D o t y ,  J. M a r m u r ,  J. E i g n e r  u .  C. S c h i l d k r a u t ,  Proc. nat.

Acad. Sei. U SA  46, 461 [I9 6 0 ] .


