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sealed tube) 6% of ammonia  were found; with milder 
hydrolysis methods the amounts  of NH 3 varied from 
2.6 to 3-8%. 
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Z~sammen/assung 

Es wird iiber eine Reihe yon Studien berictxtet, welche 
die Zusammensetzung des Vitamins B12 zum Gegenstand 
haben. Diese mit  sehr kleinen Substanzmengen ausge- 
ftihrten Versuche bedienten sich ausschlieBlich der 
Chromatographie auf Filtrierpapier.  Zwei Probleme 
bildeten den Hauptgegenstand der Untersuchung,  nAm- 
lich die Frage des Vorkommens yon Nukleins/iure- 
bestandtei len im Vitamin und die quant i ta t ive  Bestim- 
mung der schon friiher nachgewiesenen Aminoverbin-  
dung. In der fiir Nukleins/turen ausgearbeiteten Versuchs- 
anordnung konnten weder Purine, noch Pyrimidine oder 
Desoxyribose nachgewiesen werden. Die Bes t immung 
der Aminoverbindung ergab das Vorliegen yon 2 Molen 
Aminoder iva t  (berechnet als 2-Amino-l-propanol)  pro 
Mol Phosphor. 

Studies on the Possibi l i ty  of Using Protamin 
Sulfate in the Technique of in vitro Cultures of 

Hematopoiet ic  Tissues  

The use of heparin (CRAClUN 1) has rendered easier the 
technique of the culture of tissues, because it allows of 
obtaining a fluid p l a sma- -wi th  unaltered physical and 
chemical condi t ions- - to  be used as a cultural  medium. 
At the appropriate  moment  this heparinized fluid 
plasma is then coagulate d by the addit ion of embryonic 
extract .  

In  order to simpliIy this second phase of the cultural 
technique, which depends on embryonic  extracts  of 
recent preparat ion (these extracts  lose their  ac t iv i ty  in 
1-2 days), we have thought  useful to invest igate whether  
the part  played by these extracts  could be taken over by 
some stuff easy to store, and consequently always at the 
disposal of the scientist. Such a stuff would be desirable 
especially for cultures of leucocytes and hematopoiet ic  
tissues in general, which themselves secrete trephonic 
substances into the medium. 

As a means for coagulating heparinized plasma we have 
chosen to s tudy the proprieties of protamin sulfate, 
whose abil i ty to neutralize heparin had been shown by 
CHARGAFF and OI, SON ~. On the one hand we invest igated 
not entirely clear some aspects of the interference of 
protamin sulfate with heparinized plasma, and on the 
other  hand the behaviour  of the various functional 
act ivi t ies of bone marrow cultures in heparinized plasma 
coagulated with protamin sulfate instead of embryonic  
extracts.  In  this paper we summarize some of the results 
tha t  concern the first of the two aspects of this question. 

First  we set out  to find the amount  of protamin sulfate 
(Protamin 3711/2 Roche) necessary to coagulate in vilr(~ 

human plasma of heal thy subjects fasting since 12 hours, 
this plasma having been obtained and kept fluid by the 
addit ion of 10 AU (anticoagulant units) of heparin 
(Liquemin Roche) per cc. of blood. At the same t ime we 
determined the t ime necessary for clotting when the 
amounts  of protamin varied in relation to the opt imal  
amount.  We have chosen i0 AU of heparin per cc. of 
blood, because this is the dose which we generally use 
for the preparat ion of the cultural  medium in our studies 
of cultures of henlatopoietic tissues. We have been able 
to establish the following points : - -  

(1) With amounts  of protamin tess than 0.001 mg no 
clot t ing takes p l a c e - - a t  least within the 48 hours we 
prolonged our observation. 

(2) At 37 ° C coagulation begins with a dose of 0.001- 
0.005 mg of protamin,  and can be obtained with all the 
intermediate  amounts  up to the extreme one of 3 rag. 

(3) Wi th  an amount  of protamin greater than 3 mg, 
the plasma does not coagulate any more, at least within 
48 hours. 

(4) The optimal amounts  of protamin by which the 
fluid plasma is coagulated within 15' extend from 
0.03-0.6 nag; those by which the clot t ing is obtained 
within 30' range between 0-02 mg and 1 rag. 

(5) When the amounts  of protamin depart  from the 
opt imal  o n e s - i n c r e a s i n g l y  or decreas ingly- - the  clott ing 
t ime is obviously increased. For  instance, our minimal 
coagulat ing amount  of protamin has been 0,001 mg with 
a coagulat ion t ime of 115': the maximal  coagulating 
amount  of protamin has been 3 mg, and coagulation 
t ime was 840'. 

The second point we wanted to investigate was the 
influence of tempera ture  on the clott ing t ime in vitro of 
human heparinizcd plasma under the effect of protamin.  
We have been able to note tha t :  

(1) The optimal  tempera ture  for clott ing to happen 
lies between 33°-37 ° C. 

(2) At room tempera ture  the clott ing t ime is twice or 
three t imes as great  as at  opt imal  temperature.  

(3) The influence of tempera ture  on coagulation be- 
comes more marked when amounts  under and over the 
opt imal  protamin quanti t ies  are used. 

As a third aspect of the problem we wanted to investi- 
gate whether  protamin is act ive only on recently 
prepared plasma, or whether  it is able to coagulate also 
fluid plasma stored at  room temperature .  We established 
tha t  upon addition of optimal  doses of protamin the 
clott ing t ime increases (up to 2-3 t imes the initial one) 
up to complete absence of clott ing on the 3rd-5 th day. 
For the plasma stored in ice-box we have been able to 
note the persistence of the coagulabil i ty till 9 th day. 

Exper iments  made with heparinized plasma of guinea 
pig and rabbit  fasting since 18 hours showed that  the 
optimal  protamin amounts  and coagulation times for the 
plasma of these animals correspond to the values 
established for human pIasma. 

At  last we tried to assembly some data in order to 
explain the fact  tha t  pro tamin  is able to clot plasma 
obtained and preserved fluid by heparin addition, 
a l though it  is itself an anticoagulant  (TrloMPsoN ~, 
WALDSCHSIIDT-LEITZ and coworkers, 1929). We have 
therefore repeated the t i t ra t ion between heparin and 
protamin (CHARGAFF2), by t i t rat ing 5 cc. of a heparin 
solution containing 1,000 AU/ce. with a 1 : 1,000 pro tamin  

1 E.CRACIUN, Arch, exp. Zcllforschg. 2, ~95 (1925/~6). 1 W.H.T]io~aPsoN, Hoppe-Seylers Z, physiol, Chem. 29, 1 (1900). 
2 E.CHARGAFF and K. B.OLSON, J. Biol. Chem. 122, 153 (1937/38}. ~ I~.CHARGAFF, J,  Biol. Chem. 25, 671 (1938). 
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solution. A slight milkish opalescence was to be seen 
with a protamin amount  of 0-5 mg. This opalescent 
liquid precipi tated after centrifugation into a whitish 
crystalline sediment,  which could be suspended by stir- 
ring in water  or plasma. If  this substance is the result 
of the reaction between protamin and heparin, i t  is easy 
to unders tand tha t  the plasma liberated from heparin by 
the addit ion of an appropriale  amount  of protamin 
undergoes the normal  coagulation phases. 

At  the end of this short  report  we conclude tha t  
protamin sulfate offers sufficiently favourable charac- 
teristics as a coagulation means for the nutr i t ional  
medium, and consequently its use appears justified for 
the i n  v i t ro  cultures of hematopoiet ic  tissues. We have  
therefore ini t ia ted experiments  in order to establish 
whether  such procedure does not interfere with the 
normal behaviour  of the functional activit ies of the 
explanted cells. 
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Z u s a m m e n / a s s u n g  

Die Autoren haben sich die Aufgabe gestellt, eine Sub- 
stanz zu suchen, die an Stelle der embryonalen Ex t rak te  
den zur Kul tur  yon hi~matopoietischem Gewebe n6tigen 
N~hrboden koagulieren kann. Zu diesem Zwecke haben 
sie die F~higkeit  des Protaminsulfats ,  menschliches, 
heparinisiertes Plasma zu koagulieren, untersucht.  Hier- 
bei wurde festgestellt, welches die opt imalen Konzentra-  
t ionen und die Grenzmengen des Protaminsulfats  sind, 
die zur Gerinnung des Plasmas ffihren. Ferner  wurde die 
Gerinnungszeit  bei verschiedenen Protaminmengen,  der 
EinfluB der Tempera tur  auf die Koagulationsgeschwin- 
digkeit sowie die Zeitspanne, in der die Zugabe yon Prot-  
amin jedoch noch imstande ist, heparinisiertes Plasma 
zur Gerinnung zu bringen, best immt.  

Zytochemischer Nachweis der 
Adenosintriphosphatase (ATP-ase)  in den Zellen 

des Asictestumors der Maus 

WAhrend einer Untersuchung fiber den Ribonuclein- 
sAuregehalt (RNS) der Zellen des Ascitestumors der 
Maus ergaben Versuche mit  der Gomori-Reaktion,  dab 
die Zellen keine alkalische Phosphatase enthielten. An 
bes t immten epithelialen Tumoren kamen KABAT und 
FURTH 1 und MANHEIIVIER und S E L I G M A N  ~ Z U  gleichen 
Befunden. Da sich unser Testobjekt  Irei yon alkaIischer 
Phosphatase zeigte, wurde es fiir die Untersuchung auf 
ATP-ase gew~hlt, nachdem Herr  Prof. LETTR~ mich an- 
regte, das Enzym zytochemisch nachzuweisen, 

M e t h o d &  Der Ascitestumor der Maus ist eine Abar t  
des Ehrlichschen MAusekarzinoms und ents teht  durch 
intraperitoneales Verimpfen der Zellen 3. Es bildet sich 
dabei ein Transsudat  in der BauchhShle, in dem sich die 
Zellen frei beweglich vermehren.  Durch Punkt ion der 
Ascitesflfissigkeit lgl3t sich Tumormater ia l  gewinnen. 
Die Lebenszeit  der Tiere betrAgt infolge des s tarken 
Ascites e twa 15 Tage. 

x E.A. t{ABAT und J. FURTH, Amer. J. Path. 17, 303 (1941). 
L.H.MANHEIMER und A.M. SELmMAN, J. Natl. Canc. Inst. 

9, lSl (1948). 
a H. LETTR~, Z. Physiol. Chem. 268, 59 (1941). 

Von ungef~hr 50 weiBen M~usen mi t  Ascitestumoren 
verschiedenen Alters wurden pro Tier 8-10 Ausstriche 
angefertigt  und bei Zimmer tempera tur  luftgetrock- 
net. Die HAlfte der Pr~parate  diente als Kontrolle. 

ATP-ase wurde mit  der von GLICK 1 modifizierten 
Gomori-Reakt ion nachgewiesen. Zu jedem Versuch lief 
als Kontrolle die Gomori-Reakt ion 2 auf alkalische Phos- 
phatase. Als Substrate dienten Na-Glycerophosphat  und 
Adenosintriphosphors~ure (ATP) 3. Die Versuchsl6sung 
zum Nachweis der alkalischen Phosphatase hat te  einen 
PH-Wert yon 9,4 und die ffir ATP-ase einen PH -Weft  yon 
9,0. Als Puffer wurde Veronal-Na benutzt .  Die giinstigste 
Bebrii tungszeit  betrug 5 Stunden. Die Reakt ion auf 
alkalische Phosphatase btieb auch nach 24stfindiger 
Inkubat ion negativ.  In  den Kontrollausstr ichen wurden 
die organischen PhosphatlSsungen durch destilliertes 
Wasser ersetzt. Bei einem Teil der Pr~parate kam als 
Gegenfiirbung die Feulgen-Nukleal-Reakt ion zur An- 
wendung. 
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Abb. I. Gomori-Reaktiou auf ATP-ase. Mikrophotog~.aphie, 
Vergr. etwa 1000real. 

Resu l t a t e .  Die st~rkste ATP-ase-Reakt ion gaben die 
Nucleoli der Tumorzellen (Abb. 1). Die StArke der 
Schw~irzung nahm in der Reihenfolge Nukleolus, 
Nucleus, Zytoplasma ab. Wie die Aufnahme zeigt, war 
letzteres in manchen Zellen negativ. DaB die Orte der 
ausgepriigtesten Schw~irzung in den Zellen den Nucleolen 
entsprachen, konnte durch Beobaehtungen mit  dem 
Phasenkontras tmikroskop erh~trtet werden. 

Im Gegensatz zu diesen 2-8 Tage alten Ascitestumo- 
ten f i e lde r  ATP-ase-Gehat t  e twa vom achten Tag an in 
allen Zellen zuerst im Zytoplasma ab, dann fotgten 
Nucleus und Nucleolus. In 12-14 Tage alten Tumoren 
bildeten die Nucleolen die einzigen f~irbbaren Zell- 
s trnkturen.  

Abb. 2 zeigt eine vierkernige Zelle aus einem 9 Tage 
alten Tumor mit  negat ivem Zytoplasma, wobei yon dem 
vierten Kern nur noch der Nucleolus sichtbar ist. Das 
gleiche Vertei lungsmuster  besitzen bemerkenswerter-  
weise auch jfingere multinukleAre Zellen. Sie haben im 
Gegensatz zu ihren gleichaltrigen ein- oder zweikernigen 
Zellen ihre zytoplasmatische ATP-ase verloren. 

DaB auBer Zytoplasma und Kern auch die Kern- 
k6rperchen die FRhigkeit verlieren k6nnen, A T P  zu 

1 D. GLICK und E.E.FISCHER, Arch. Biochem. 8, 91 (1945). - 
D. GLICK, Techniques o/ Histo- and Cytocheraistry (Interscience 
Publishers, New York, 1949). 

2 G. GOMORI, Proc. Soc. Exptt. Biol. and Med. 42, 23 (1939). 
a Die ATP stammte yon der Nutritional Bioehemicals Corpo- 

ration, Cleveland, Ohio. 


