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that the extraction methods® used did not produce a
native nucleic acid.

The extraction methods used by us were different to
those of ManiL ef al.2 The nucleic acid we obtained was
transferred together with specific “wound juice’. This gave
tumors which were morphologically, histologically, and
physiologically identical with tumors induced by the
microbe alone.

The strain 5.6 of Agrobacterium tumefaciens was first
cultivated for 48 h on a nutrient agar atroom temperature,
transferred to Fernbach flasks and finally to aerated
culture bottles which contained 10 1 of the following
liquid culture medinm: KH,PO, 2 g, Na,HPO, 1-5 g,
KNO, 0-25 g, K,S0, 0-5 g, (NH),HPO, 1 g, MgSO,-7H,0
0-25 g, Rochelle salt 2 g, dextrose 40 g, distilled water ad
1000 cm®. The pH was adjusted with KOH to 7-6—8-0.
Incubation was for 48 h at 27°C. The bacteria were
collected with a Sharpless type centrifuge at 40,000 r.p.m.
and washed three times in a Tris-buffer 0,1 M at pH 8-0.
The organisms were suspended in a solution of 186 g
Versene {Komplexon I11} in sodium-potassium-phosphate-
buffer 0,01 M at pH 7-4 to which was added 9 g of NaClin
1 1. The bacterial suspension was then frozen at —60°C
and defrozen at room temperature several times to enhance
the breakage of the cell walls. Total lysis was realised in a
109, sodium lauryl sulfonate solution at pH 8:0 at 37°C.
The very high amount of proteins required frequent
deproteinisation with the Sevag method: the liquid was
shaken with a mixture of chloroform-amyl alcohol 9:1 and
centrifuged until no more protein could be collected in the
zone between the two phases. Precipitation of all the
nucleic acid was with 1-3 volumes of ethanol at 95%,. It
was then purified by solution in 0-9% NaCl and repre-
cipitation several times with ethanol. The final precipitate
was dissolved in sterile NaCl 0-9%, and stored at 0°C. The
‘wound juice’ was obtained from 4—6 weeks old plants of
Datura stramontum. The upper internodes of the stem
were slit spirally with a razor blade. 48 h later these inter-
nodes were ‘homogenized’ in a blendor together with solid
CO,. After filtering by pressing through a cheeze cloth,
3 cm® of ‘wound juice’ were easily obtained from each
plant. This sap was clarified in a MSE-centrifuge at
5000 r.p.m. for 15 min. The supernatant was now
lyophilized. For each experiment, the dried material was
reconstituted with distilled water to the original volume
and sterilized by passing through a Seitz-filter. The
sterility of each sample was tested.

Three successive experiments were made with 5—7
replications in each. Inoculation of the 4-weeks old plants
of Datuya stramonium was by means of special pipettes.
These were closed at the end, but had a hole of similar size
at the side. They were pushed into and then fastened to
the ‘wound’ made on removal of one of the upper leaves.
Through them 0-3 cm?® of liquid was infiltrated in 24—-36 h
into cach plant. After the liquid had been taken up, the
pipettes were removed.

The test series were as follows:

(A) A 48-h old culture on nutrient agar of strain 5.6 of
Agrobacterium tumefaciens in 0-9%, NaCl.

{B) The sterile nucleic acid fraction described alone.

(C) An equal mixture of the nucleic acid fraction and
‘wound juice’, the nucleic acid being added to the
‘wound juice’ just before the infiltration of the plant.

The results after a 50-day period were:

2 A.Mirsky and A, PoLuisTer, Proc. nat. Acad. Sci., Wash. 23,
344 (1942).
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¢A) In every case tumors had been formed from 10 to
30 mm diameter.

(B) No tumors had been formed on any plant.

(C) Tumors on each plant could be observed, the size
varying between 5 and 20 mm diameter,

Photographs of these tumors are probably being pub-
lishedt.

The following conclusions have been drawn from these
results: The function of Agrobacterium tumefaciens in the
induction of Crown-Gall tumor is due to the nucleic acids
and very probably to the deoxyribonucleic acid. However
TIP can not be identical with the nucleic acids of Agro-
bacterium, because their infiltration gave rise to mno
tumors. We suggest that an important protein fraction of
the ‘wound juice’ is modified by the nucleic acid and this
becomes the TIP. This is the first time—so far as we
know~that a Crown-Gall tumor has been induced without
the presence of the microbe in any one of the different
phases.

It is intended to determine in the future which nucleic
acid is active and to fractionate the important principle of
the ‘wound juice’ as well as to elucidate the reaction
mechanism of the induction.

We want to acknowledge our thanks to Dr. P, ScHAEFFER (In-
stitut Pasteur de Paris) who has been assisting us in developing the
nucleic acid extraction method. The second author is grateful for
the help and accommeodation provided by the Pasteur Institute.

P. ManNigavrT and Cu. StoLL

Institute Pasteuy, Paris, and Institute for special Botany
of the E. T .H., Zirich, September 17, 1958.

Zusammenfassung

Die Arbeit befasst sich mit der Induzierung von
Pflanzentumoren durch das Agrobacterium tumefaciens. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Nukleinsiure-
fraktion aus dem Bacterium imstande ist, nach Zugabe zu
einem Homogenisat von verletzten Datura-styamonium-
Pilanzen ein Tumor auslésendes Prinzip aufzubauen. Eine
derartige (sterile) Fraktion ist in der Lage, echte Crown-
Gall-Tumoren zu induzieren, deren Identitdt mit den
bakteriell erzeugten Tumoren morphologisch, histologisch
und physiologisch erwiesen ist.

4 P, ManNigavrr and Cu. StoLn, Ann. Inst. Pasteur, in press
(1958).

Zur Biosynthese des Ubichinons

Lowe, MorroN und, Harrison?® haben im Jahre 1953
gefunden, dass im Unverseifbaren der Leber von Vitamin-
A-Mangelratten Substanzen unbekannter Natur angerei-
chert werden, die anf Grund typischer UV.-Spektiren er-
kannt werden konnen. Die weitere Bearbeitung fithrte zur
Reindarstellung einer Komponente, die spiter als Ubichi-
non bezeichnet wurde? Am 18. Juli 1958 wurde in Shef-

1 1. 8. Lowe, R. A. MorTon und R. G. Harrison, Nature 172,
716 (1953).

2 G. N, FesteExstEIN, F. W, HEATO®, J. 5. Lowe und R.A.
Morrton, Biochem. J. 59, 558 {1955). — N. F. CunnNiNgHAM, J. S,
Lowg, L. MeErvYN, R. A. MorroN und J. VegNoN, Proc. biochem,
Soc. 60, xviil {1955). — F.W. Hratox, J. S. Lowe und R. A.
MorroN, J. chem. Soc. 1956, 4094, — J. 8. Lowe, R. A, MorTON
und J. VErNoN, Biochem. J. 67, 228 (1957}. — R. A, MorToN, G. M.
WiLsoN, J. S. Lows und W. M. F. Leart, Chem. & Ind. 1957, 1649,



(15. X1I. 1958]

field von MoRTON ¢t al.® in den Grundziigen die Struktur
des Ubichinons bekanntgegeben. Ubichinon wurde als ein
tetrasubstituiertes Benzochinon angesprochen, welches in
2- und 3-Stellung eine Dimethoxy-Gruppe und ausserdem
eine lange isoprenartige Seitenkette enthidlt. Von CRANE
et al.* wurde im Jahre 1957 iiber die Isolierung einer Sub-
stanz mit identischem UV.-Spektrum berichtet, von wel-
cher angenommen wird, dass sie in der Atmungskette eine
funktionelle Bedeutung hat. Sie wurde als Mitochinon
bezeichnet.

Am IV. Internationalen Kongress fiir Biochemie in
Wien (1.-6. September 1958) wurde in der Diskussion von
beiden Gruppen die endgiiltige Struktur mitgeteilt und
damit erkannt, dass Ubichinon und Mitochinon iden-
tisch sind. Es handelt sich um ein 2,3-Dimethoxy-5-
methyl-benzochinon-Derivat, das eine isoprenoide Seiten-
kette enthdlt, die im Aufbau derjenigen des Vitamin K,
entspricht, aber aus 50 Kohlenstoffatomen besteht.

Frithere Untersuchungen?® iiber die aktivierende Wir-
kung von Ubichinon auf extrahierte Cytochrom-c-Reduk-
tase ergaben einen Hinweis auf das Vorhandensein einer
isoprenartigen Seitenkette und veranlassten Untersu-
chungen iiber die Biosynthese des Ubichinons.

Durch Verfiitterung von C-signierter Mevalonsiure
an Ratten konnte nun nachgewiesen werden, dass diese
in betrachtlichem Ausmass in das Ubichinon eingebaut
wird. Aus den bisherigen Ergebnissen geht hervor, dass
die Einbaurate von Mevalonsdure in das Ubichinon min-
destens so gross ist wie bei der Cholesterin-Biosynthese.

Nach den bisherigen Kenntnissen sind hohere Tiere
zum Aufbau von Benzochinonstrukturen nicht befdhigt,
hingegen ist bekannt, dass das Vitamin E durch Offnung
des Chromanringes in ein Benzochinonderivat umgewan-
delt werden kann. Wir haben deshalb schon vor der ge-
nauen Kenntnis der Struktur des Ubichinons uns die
Frage vorgelegt, ob Vitamin E an seiner Biosynthese be-
teiligt ist. Verfiitterung von Tritium-markiertem Dl-a-
Tocopherolacetat zeigte jedoch eindeutig, dass dies nicht
der Fall ist8, Es ist deshalb zu vermuten, dass die Ring-
komponente des Ubichinons als solche dem tierischen Or-
ganismus zugefithrt werden muss und dass die Isopren-
seitenkette ganz oder teilweise durch Mevalonsiure auf-
gebaut wird.

Eine ausfiihrliche Mitteilung iiber diese Ergebnisse wird in den
Helv. chim. Acta erscheinen.
U. GLoor und O. Wiss

Biochemische Fovschungsableilung der F. Hoffmann-La
Roche & Co. AG. Basel, 79. September 71958,

Summary

14C labelled mevalonic acid is incorporated by the rat
into the ubiquinone molecule. Vitamin E, however, is no
precursor of ubiquinone. It is suggested that the ring com-
ponent is essential for animals and that the isoprene side
chain is at least partly built up by mevalonic acid.

3 375th Mceting of the Biochemical Society.

4 F.L.CraANE, Y. HaTer1, R. L. LEsTER und C. WIDMER, Bio-
chim. biophys. Acta 25, 220 (1957).

5 F. WeBER, U. GLoor und O. Wiss, Helv. chim. Acta 41, 1046
(1958).

6 Nach persdnlicher Mitteilung sind J. C. Jounso~ und P. Arau-
povic, University of Illinois, Urbana, zum gleichen Ergebnis ge-
kommen.
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Electrophoreése sur gel d’amidon
des lipoprotéines sériques humaines

L’électrophorése en gel d'amidon, découverte par
SMITHIES!, ajoute A la simple migration électrophorétique
des protéines ou de leurs complexes, une véritable ultra-
filtration a travers le gel, et sépare ces composants plas-
matiques en tenant compte & la fois de leurs potentiels
électrocinétiques ct de leurs masses moléculaires. Cette
méthode permet donc de distinguer un beaucoup plus
grand nombre de composants dans un mélange de proté-
ines que ne le permettaient les autres techniques d’élec-
trophorése.

L’identification des différentes fractions protéiques du
sérum humain a pua &tre réalisée grice i 1'électrophorése
bidimensionnelle? et a abouti & la nomenclature des
fractions que nous employons. En ce qui concerne les
lipoprotéines, l'existence de deux zones soudanophiles a
été démontrée par SILBERMANS,

Dans cette note, nous allons essayer de préciser la
nature des fractions soudanophiles sériques que l'on dé-
ctle apres électrophorése sur gel d’amidon.

On sait en cffet qu’il existe plusicurs groupes de lipo-
protéines que I'on sépare par la méthode de fractionne-
ment de CoHN, par ultracentrifugation d’aprés Gorman,
par électrophorése sur papier.

Les lipoprotéines de faible densité de Gorman (1063 g/
cm?®) correspondent aux béta lipoprotéines sur papiert et
aux béta lipoprotéines de CoHNS,

Il a été démontré précédemment® que l'on peut préci-
piter sélectivement les béta lipoprotéines par le sulfate
de Dextrane en présence de Chlorure de Calcium (1 vo-
lume de sérum + 0,02 volume d'une solution de Sulfate
de Dextrane 4 10 p. 100 + 0,1 volume de CL,CaM). Nous
avons donc comparé, aprés ¢lectrophorése sur gel d’ami-
don, le sérum normal, le sérum sélectivement débarrassé
de la totalité des béta lipoprotéines et les béta lipopro-
téines scules.

Protocole expévimental. L'électrophorése sur gel d’ami-
don a été réalisée dans les conditions décrites dans une
précédente communication?. Une des conditions essen-
tielles, lorsque l'on veut obtenir une coloration nette des
fractions lipoprotéiques, est le dép6t d’une quantité suffi-
sante de sérum.,

Nos expériences ont été réalisées dans des cuves larges
(234-80-6 mm de dimensions intéricures) en déposant
dans un réservoir de 40-2mm un mélange 3 parties
égales de 0,5ml de sérum et 0,5 ml d’amidon soluble
Merck a 309 dans du tampon borate 0,025 M. La durée
de I'électrophorése est de 76 @ 78 heures & 140 V sous
10 mA par cuve d’amidon.

Apres électrophorese, les gels sont découpés transver-
salement, une des tranches obtenues est colorée par
I’Amidoschwarz 10 B (en solution 4 19, dans un tampon
Acétate 0,1 M. Acide Acétique M A parties égales),
P'autre tranche est colorée pendant 16 heures par une
solution alcoolique de Noir Soudan (Noir Cérol B Kulh-

O. Smrtuigs, Biochem. J. 61, 629 (1955).

M. D, PouLix et O. SmiTuIes, Biochem., J. 68, 636 (1958).

J. SiLBERMANN, Bioch. Biophys. Acta, 24, 647 (1957).

F. A. PEzoLp, O. F. pE LaLra et I. W, Gorman, Clin, Chem.
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H. A, EpER, Amer. J. Mcd. 23, 269 (1957).

¢ M. BUursTEIN et J. SamaiLLg, Pathol. Biol. 6, 513 (1958). -
M. BurstEIN, C. r. Acad. Sci. 243, 527 (1956).

7 J. M. Fing, E. WaszcziNko, J. Loes et J. MouLrEc, Revue
d’Hématologie 12, 698 (1957).



