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The Binding of C'¢ Labelled Bacterial
Polysaccharide to Serum Proteins

The varied biologic effects of polysaccharide endo-
toxins from gram negative bacteria have been modified
by incubation with serum, plasma or with plasma proteins.
The pyrogenic response in man?®? and rabbits® was re-
duced by in vitro incubation with serum. The necrosis of
mouse sarcoma induced by various polysaccharides was
diminished by prior incubation with plasma proteins?.
The lethal properties of bacterial vaccine and endotoxin
for rats was decreased by human, rat, or rabbit plasma
and especially by globulins of low salt-ethanol fractions11,
11T, 111 and IV-13, Recently, JoNEs ef al.® have shown,
in the guinea pig, a greater inactivation of the 17-hydro-
xycorticosteroid evoking property of Ci4 labeled K. pnewu-
moniae polysaccharide by in vivo conditions rather than
in vitro incubation. By paper electrophoresis a greater
proportion of C14 labeled polysaccharide was found in the
albumin fraction in vivo than after ¢ vitro incubation.

The present article presents the binding of two C14
tabelled K. puneumoniae polysaccharides to the serum pro-
teins of the guinea pig, mouse, rat, rabbit, and man.
Polysaccharide (A) was prepared by 0-01 M/ KOH extrac-
tion of K. preumoniae grown on agar containing sodium
acetate-1-C', as previously described?. Polysaccharide
(P) was prepared from (A) with purified papain®, acti-
vated with cysteine and ethylenediaminetetraacetic acid
in phosphate buffer pH 6-9 at 60°C for 1 h followed by
109, trichloracetic acid (TCA), dialysis against water and
the precipitation of the polysaccharide with 809, ethanol
and 19, sodium acetate. The papain treatment removed
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Relative Binding #n vivo and in vitro of
CH Labeled K, pneumoniae Polysaccharide to
Protein Fractions of Pooled Sera of Different Species
(% Bact. Polysaccharide/%, Protein)

Rabbit

Albu- Globulin
min o B y
Guinea Pig in vitro (A) 005 0-51{ 253 { 2-80
in vitro (P) 0:06 | 060 | 215 2:40
in vivo* (A) 072 038 | 1-25| 1-.90
in vive (P) 0791 052 1-30 | 165
Rat in vitro {A) 071 1411 075 146
in vitro (P) 079 | 175 | 061 | 1-02
in vivo  (A) 077 | 1-82 | 0-52 | 109
in vive (P} 0-84 | 1-54 | 048 0-88
Mouse in vitro {A) 0-27 y 1-30 1 093] 264
n vitro  (P) 0-37 | 1-00 { 100 | 2-53
in vivo (A) 0-82 | 136 { 076 | (-93
in vive (P) 0881 150} 064} 1-11
Rabbit in vitro (A) 0-18 | 204 1851 1-96
in vitro (P) 0-23 | 1-88 | 1-98 | 2:29
in vivo (A) 0-52 | 2:30) 120 | 1-51
in vivo (P) 060 | 265 1-04 | 1-32
Man in vitro (A} 042 | 177 | 1-82 | 1-48
n vitro {P) 030 | 2:11 ] 263 115

* 3 h after intravenous injection.

traces of protein present in polysaccharide (3). Each poly-
saccharide in 19, solution with 0-15 M NaCl was added
to fresh pooled serum to give a final concentration of
100 yg/ml. The polysaccharide solution was injected intra-
venously, 1 mg/100 g body weight, into guinea pigs, mice,
rats, and rabbits.and blood obtained at various intervals
thereafter. The circulating plasma level of polysaccharide,
initially about 250 ug/ml, declined to 75 to 100 pg/ml at
3 to 6 h. Serum proteins were estimated densitometrically
from paper electropherograms stained with bromphenol
blue. C14 localization in the electropherograms was quanti-
tated with a planimeter from linear recordings of a thin
mica window scanner {Tracerlab).

Both polysaccharides had very slight electrophoretic

mobility on filter paper (diethyl barbiturate buffer,
pH 86, I'/2-075, 15 h, 6 vfcm) (Fig.). The time of wn vitro
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incubation of polysaccharide with plasma produced no
change in the electrophoretic distribution of polysaccha-
ride. There was considerable species variation in the
amount of bacterial polysaccharide moving with the dif-
ferent plasma protein fractions. Comparison of the ratios
of °4 bacterial polysaccharide to 9, protein is given in
the Table. I# vitro, the pooled sera of the guinea pig show-
ed the least binding of polysaccharide to albumin (Table).
In contrast to the in vitro binding, a greater total as well
as relative amount of both polysaccharides was found in
the albumin fraction of the guinea pig, three or more hours
after intravenous injection. The differences in in vitro and
in vivo binding of polysaccharide to albumin was less
marked in sera of micetand rabbits, whereas little differ-
ence was noted in that (?f the rat. In the guinea pig, mouse,
and rabbit, the in virp binding polysaccharide was ac-
companied by decreased binding to §- and y-globulins.
In the guinea pig, in vivo, the polysaccharide bound to
albumin increased from an initial 147 ug/mg to 750 ug/mg
at 3-6 h.

It would appear that, in ritro, the serum and plasma of
guinea pigs normally lacks some factor or factors present
to a progressively greater degree in the rabbit, man,
mouse, and rat. Such factors in plasma or in tissue could
modify the serum proteins, the bacterial polysaccharides,
or the moieties associated with either. The labeled poly-
saccharide bound to the different protein fractions had
not been altered immunochemically since 902 of the label
was removed from the plasma by precipitin tests with
rabbit and guinea pig anti-Klebsiella plasma. Additional
studies indicated that the albumin-binding is not due to
a) modification of the bacterial polysaccharide by protco-
Iytic factors in plasma, tissne or intact leukocytes, b)
heparin-lipemia clearance, ¢) acidic mucoprotein, or d)
plasma or tissue changes induced by prior injection of
polysaccharide. Studies by others tend to exciude C-reac-
tive protein?® and properdin system?.

R. S, JonNks

University of Utah College of Medicine, Salt Lake City,
September 29, 1958,

Zusammenfassung

Die Bindung zwischen C'-markiertem Polysaccharid
aus K. pneumoniae und Plasmaproteinen von Mensch,
Meerschweinchen, Ratte, Maus und Hase wurde papier-
elektrophoretischuntersucht. Ininrifro-Versuchen konnte
gezeigt werden, dass die Bindung zwischen Albumin und
CH-markiertem I’olysaccharid bei der Ratte am ausge-
pragtesten, beim Meerschweinchen am geringsten ist. /n
vivo-Versuche ergaben jedoch eine erhebliche Bindung
zwischen Albumin und Polysaccharid in beiden Gattungen.
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Untersuchungen
an saponinhaltigen Homogenaten

Durch die Zerstérung des Protoplasten bei der Homo-
genisation werden schwer iiberschaubare Verhédltnisse ge-
schatffen. Die im Homogenat suspendierten Zellorganellen
werden ginzlich anderen Milieubedingungen unterworfen,
die zu strukturellen Verdnderungen fiithren und mannig-
faltige Reaktionsmoglichkeiten (chemische Reaktionen,
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Permeabilititsdnderungen, Adsorption, Extraktion usw }
bieten. Eine offensichtliche Moglichkeit solcher Verdnde-
rungen ist bei pflanzlichen Objekten durch das Frei-
werden des Vakuoleninhaltes gegeben. Da es schwierig ist,
die tatsichlich ablaufenden Reaktionen und Verdnde-
rungen in ihrer Art und in ihrem Ausmass zu erfassen,
soll hier tiber Untersuchungen an saponinhaltigen Homo-
genaten als Beitrag zum Homogenisationsproblem be-
richtet werden.

Im Rahmen ciner Arbeit? wurden die Blatter von 1iola
fricolor var. maxima hort. als Obiekt fiir die Isolierung
von Chloroplasten gepriift. Diese Pflanze gilt in der Lite-
ratur als saponinhaltig. Die Tatsache, dass Saponine in-
folge ihrer oberflachenaktiven Wirkung die Durchldssig-
keit pflanzlicher Zellen fiir verschiedene Stoffe erhthen?,
lasst dhnliche Wirkungen auch an den Grenzflichen der
im Homogenat suspendierten Organellen erwarten. Es
wurde gepriift, ob die bei der Homogenisation frei wer-
denden Saponine mit Zellorganellen - besonders mit den
Chloroplasten - reagieren,

Die Untersuchungen basierten auf der himolysierenden
Wirkung der meisten Saponine und der Fihigkeit vieler,
mit Cholesterin und Phytosterinen nichthdmolysierende
Additionsverbindungen zu bilden3, die durch Behandlung
mit Xylol spaltbar sind. Die Voraussetzungen zur Bildung
solcher Verbindungen sind durch den Gehalt der Chloro-
plasten an Phytosterinen? gegeben. — Viola-Blidtter wur-
den in 0,3 molarer Glukoselosung (leitungswasser) homo-
genisiert. Aus dieser durch Glaswolle gefilterten Suspen-
sion wurden die Chloroplasten durch Zentrifugation bei
473 g im Sediment angereichert. Die Hidmolyse wurde in
gepufferter Blutgelatine (Rinderblut) nach PFrscuer?®
durchgefithrt. Zur FErmittlung des Himolyscoptimums
durch  Viola-Saponin  wurden Filtrierpapierscheibchen
(0,5 cm) mit dem ("berstehenden des Homogenates nach
Zentrifugation bei 475 g getrinkt, danach getrocknet, auf
Objekttrigern mit gepufferter Blutgelatine {ibergossen
und mit Deckgliaschen abgedeckt. Das Saponin erwies
sich als ein Stoff, der bei einem pH-Wert um 6,7 auf
Rindererythrozyten scine stdrkste hdmolysierende Wir-
kung entfaltet und mit Cholesterin ~ die Papierscheibchen
wurden 1 h in 19%iger Cholesterinigsung (Ather-Athanol
1:1) gekocht — eine nichthimolysierende Verbindung ein-
geht, die durch Kochen mit Xylol (2 h am Riickfluss)
wieder gespalten wird. Es konnte gezeigt werden, dass
atherldsliche Stoffe (Phytosterine usw.) aus den plastiden-
haltigen Sedimenten in gleicher Weise mit dem Saponin
reagicren wie Cholesterin,

Nun wurde gepriift, ob dieses Saponin mit den Chloro-
plasten im Homogenat reagicren kann, Hierzu wurde ein
Homogenat vor der Zentrifugation 30 min bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt. Danach wurde abzentrifugiert
und das Sediment griindlich mit Glucoselésung und zu-
letzt mit destillierterm Wasser zur volligen Entfernung ge-
losten Saponins nachgewaschen, Nach Trocknung wurde
cin Teil dieses Praparates direkt in Blutgelatine einge-
bettet, der andere Teil wurde 2 h mit wenig Xylol am
Riickfluss gekocht, mit Ather gewaschen, getrocknet und
cbenfalls in Blutgelatine Gibergefiithrt. Nur im letzten Fall
liess sich eine positive Himolyse beobachten. Dieses Re-
sultat spricht also fiir cine Reaktion des Saponins mit den
Chloroplasten. Untersuchungen von K und CLENDEN-
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