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T h e  B i n d i n g  o f  C ~4 L a b e l l e d  B a c t e r i a l  

P o l y s a c c h a r i d e  t o  S e r u m  P r o t e i n s  

The var ied biologic effects  of po lysacchar ide  endo-  
toxins  from gram nega t ive  bac te r ia  have  been  modif ied  
by  i n c u b a t i o n w i t h  serum, p lasma  or wi th  p l a sma  prote ins .  
The pyrogenic  response  in m a n  a,2 and  r abb i t s  a was re- 
duced  by  i n  v i t r o  incuba t ion  wi th  serum.  The necrosis of 
mouse  sa rcoma  induced  by  var ious  po lysacchar ides  was 
d imin ished  by  prior  incuba t ion  wi th  p lasma  pro te ins  4. 
The  le thal  p roper t i e s  of bacter ia l  vaccine  and  endo tox in  
for ra t s  was  decreased  by  human ,  rat ,  or r abb i t  p l a sma  
and  especial ly by  globulins of low sa l t -e thanol  f ract ions  1 I, 
I I I ,  I I I  and  IV-1 ~. Recent ly ,  JONES el a l .  s have  shown,  
in the  guinea pig, a g rea te r  inac t iva t ion  of the  17-hydro-  
xycor t icos te ro id  evoking  p r o p e r t y  of C 14 labeled K .  p n e u -  

m o n i a e  polysacchar ide  by  i n  v i v o  condi t ions  r a the r  t h a n  
i n  v i t r o  incubat ion .  By pape r  e lect rophores is  a grea te r  
p ropor t ion  of C ~ labeled po lysacchar ide  was found in the  
a lbumin  fract ion i n  v i v o  t h a n  af ter  i n  v i t r o  incubat ion .  

The p resen t  art icle presen ts  the  b ind ing  of two C 14 
labelled K . p n e u m o n i a e  polysacehar ides  to  the  se rum pro- 
teins of the  guinea pig, mouse,  ra t ,  rabbi t ,  and  man.  
Po lysacchar ide  (A) was p repa red  by  0.01 M K O H  ex t rac -  
t ion of K .  p n e u m o n i a e  grown on agar  con ta in ing  sod ium 
a c e t a t e - l - C  ~4, as previous ly  descr ibed  v. Po lysacchar ide  
(P) was p repa red  f rom (A) wi th  purif ied papain% acti-  
va t ed  wi th  cys te ine  and  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  acid 
in p h o s p h a t e  buffer  pH 6.9 a t  60°C for 1 h followed by  
10% t r ich lorace t ic  acid (TCA), dialysis  aga ins t  w a t e r  and  
the  p rec ip i t a t ion  of the  po lysacchar ide  wi th  80% e thano l  
and 1% sodium aceta te .  The papa in  t r e a t m e n t  r emoved  
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Polysaccharides 

Relative Binding in vivo and in vitro of 
0 4 Labeled K .  pneumoniae Potysaecharide to 

Protein Fractions of Pooled Sera of Different Species 
(% Bact. Polysaccharide[% Protein) 

Guinea Pig in  vi tro (A) 
in  vi tro (P) 
zn vivo* (A) 
*n v ivo  (P) 

Rat  *n v i tro  (A) 
, n  v i tro  (P) 
~n vivo (A) 
~n v ivo (P) 

Mouse ~n vi tro  (A) 
zn v i tro  (P) 
~n vivo (A) 
zn v ivo (P) 

Rabbi t  zn v i tro  (A) 
zn vi tro (P) 
~n vivo (A) 
m vivo (P) 

Man zn v i tro  (A) 
~n vi tro (P) 

Albu- ] Globulin 
mil l{ ~ fl 

0'05 0'51 
0"06 0-60 
0.72 0'38 
0.79 0"52 
0"71 1"41 
0.79 1"75 
0-77 1'82 
0-84 L54 
0-27 1-30 
0.37 1.00 
0.82 1.36 
0"88 { 1.50 
0-18 t 2-04 
0.23 [ 1.88 
0.52 I 2-30 
0-60 I 2.65 
0 .42  [ 1.77 
0"30 2.11 

Y 

2.53 2.80 
2.15 2.40 
1.25 1.90 
1-30 1.65 
0"75 1.46 
0.61 1-02 
0.52 1.09 
0.48 0-88 
0.93 2.64 
1.00 2.53 
0.76 0.93 
0'64 { 1-11 
1"85 I 1-96 
1.98 I 2.29 
1.20 / 1.51 
1-04 t 1.32 
1.82 1-48 
2.63 1.15 

* 3 h after intravenous injection. 

t races  of p ro te in  p resen t  in po lysacchar ide  (A). E a c h  poly-  
sacchar ide  in 1% solut ion wi th  0-15 M NaC1 was added  
to fresh pooled se rum to give a final c o n c e n t r a t i o n  of 
100 btg/ml. The polysacchar ide  solut ion was in jec ted  in t ra-  
venously ,  1 mg/100 g b o d y  weight ,  into guinea pigs, raice, 
rats ,  and r a b b i t s  and  blood ob ta ined  a t  var ious  in te rva l s  
thereaf te r .  The c i rcula t ing p lasma  level of polysacchar ide ,  
ini t ial ly abou t  250 gxg/ml, decl ined to 75 to 100 lzg/ml a t  
3 to  6 h. Se rum pro te ins  were e s t ima ted  dens i tomet r i ea l ly  
f rom p a p e r  e l ec t rophe rograms  s t a ined  wi th  b r o m p h e n o l  
blue. C 14 local izat ion i.n the  e l ec t ropherograms  was quan t i -  
t a red  wi th  a p l an ime te r  from l inear recordings  of a th in  
mica  window scanner  (Tracertab).  

B o t h  polysaeehar ides  had  very  s l ight  e l ec t rophore t i c  
mobi l i ty  on fil ter pape r  (diethyl  b a r b i t u r a t e  buffer,  
p i t  8.6, [ ' / 2 . 0 7 5 ,  15 h, 6 v/cm) (Fig.). The t ime  of i n  v i t r o  
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Electrophoretic Mobility of K.  pneumoniae Polysaccharide (A). Bound to 1)lasma Proteins in vitro and in vivo. - - ,  in vitro; . . . . .  , in vivo 
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incubat ion  of potysacchar ide  with plasma produced no 
change in the e lec t rophore t ic  d is t r ibut ion of polysaccha- 
ride. There  was considerable  species var ia t ion in the 
a m o u n t  of bacter ia l  polysacchar ide  moving  with the dif- 
ferent  p lasma protein fractions.  Comparison of the ratios 
of % bacter ia l  polysacchar ide  to ° 0 protein is given in 
the  Table.  I n  vitro, the  pooled sera of the guinea pig show- 
ed the least  b inding of polysacchar ide  to a lbumin (Table). 
In  cont ras t  to the in vitro binding,  a greater  total  as well 
as re la t ive  a m o u n t  of both  polysaccharides  was found in 
the  a lbumin  fract ion of the  guinea  pig, three or  more hours 
af ter  in t ravenous  inject ion.  The  differences in in vitro and 
in rive binding of polysacchar ide  to a lbumin was less 
marked  in sera of micel and rabbits ,  whereas li t t le differ- 
ence was noted  in tha t  df the rat .  In the  guinea pig, mouse, 
and rabbi t ,  the in vivb b inding polysacchar ide was ac- 
companied  by decreased binding to fl- and },-globulins. 
In  the  guinea pig, in rive, the  polysacchar ide  bound to 
a lbumin  increased from an initial 147 ~xg/mg to 750 ixg/mg 
a t  3-6 h. 

I t  would appear  that ,  in ~,ilfo, the  serum and plasma of 
guinea pigs normal ly  lacks some factor  or factors present  
to a progressively grea ter  degree in the rabbit ,  man, 
mouse, and rat.  Such factors in p lasma or in tissue could 
modi fy  the serum proteins,  the  bacter ial  polysaccharides,  
or the moiet ies  associated with  either.  The  labeled poly- 
sacchar ide bound to the di f ferent  protein fractions had 
no t  been al tered immunochemica l ly  since 9000 of the label 
was r emoved  from the p lasma by precipi t in tests with 
rabbi t  and guinea pig anti-Klebsiella phtsma. Addit ional  
s tudies indicated tha t  the  a lbnmin-b ind ing  is not  due to 
a) modif icat ion of the bacter ial  polysacchar ide by proteo- 
lyt ic  factors in plasma,  tissue or  in tac t  leuMmytes, b) 
hepar in- l ipemia  clearance, c) acidic mucoprotein ,  or d) 
p lasma or tissue changes induced by prior injection of 
polysaccharide.  Studies  by others  tend to exclude C-reac- 
t ive  protein 9 and properdin  sys tem ~. 

l~-. S, JONES 

University o/ Utah College o/ Medicine, Salt Lake City, 
Septen~ber 29, 1958. 

Zusamme~z/ass~t~l~ 

Die Bindung  zwischen C~4-markiertem PolysaccharM 
aus K.  pneumoniae und P lasmapro te inen  wm Mensch, 
Meerschweinchen,  Ra t te ,  Maus und l-Iase wurde papier- 
e l ek t rophore t i schun te r such t .  In in vitro-Versuchen konnte  
gezeigt  werden,  dass die B indung  zwischen Albumin und 
C~a-markiertem Polysacchar id  bei der  Ra t t e  am ausge- 
pr~igtesten, beim Meerschweinchen am geringsten ist. In  
vivo-Versuche ergaben jedoch eine erhebliche Bindung 
zwischen Albumin und Potysacchar id  in be idenGat tungen .  

s p. tlEm.~ND, Acta meal. Scandinav. I IS, 32~.} (l:~l.i}. 

Untersuchungen 
an saponinhaltigen Homogenaten 

l ' e rmeabi l i t / i t s~nderungen,  Adsorpt ion,  E x t r a k t i o n  usw.~.) 
bieten. Eine offensichtl iche M6glichkeit  solcher Ver~inde- 
rungen ist bei pflanzlichen Objek ten  durch  das  Fre i -  
werden des Vakuoleninhal tes  gegeben, l )a  es schwierig ist, 
die tatsi ichlich ablaufenden Reak t ionen  und Ver~nde- 
rungen in ihrer Ar t  und in ihrem Ausmass zu erfassen, 
soil hier fiber Untersuchungen  an saponinba l t igen  Homo-  
genaten als Bei t rag  zum Homogenisa t ionsprob lem be- 
r ichtet  werden. 

Im Rahmen  einer Arbei t  a wurden die Bl/ i t ter  wm Viola 
tricolor var. m a x i m a  hef t .  sis Ob jek t  ffir die Isot ierung 
wm Chloroplasten gepriift,  l)iese Pf lanze gilt in der IAte- 
ra tur  als saponinhalt ig,  l)ie Tatsache,  dass Saponine  in- 
folge ihrer oherf l~chenakt iven \Virkung (lie l)urchl~ssig- 
keit pflauzticher Zellen fiir verschiedene Stoffe erhOhen z, 
l~tsst ~ihnliche Wirkungen auch an den GrenzflRchen der  
im l tomogena t  susi×'ndierten Organetten erwar ten .  Es  
wurde gepriift, ob die bei der Homogenisa t ion  frei wer- 
denden Saponine mi t  Ze t lo rgane l l en-  besonders mi t  den  
Chloroplasten - reagieren. 

Die Untersuchungen basierten auf  der  hRmolysierendvn 
Wirkung der meisten Saponine und tier FRhigkeit  vieler, 
mit  Cholesterin und l 'hy tos te r inen  niehth~tmolysierende 
Addit ionsverbindungen zu biklen s, die durch Behandlung  
mit  Xylol spal tbar  sind. l)ie Voraussetzmlgen zur  Bi ldung 
solcher Verbindungen sind durch den Gehal t  der  Chloro- 
piasten an l 'hytos ter inen a gegeben. - Viola-Bl/ i t ter  wur- 
den in 0,3 molarer Glukosel~Ssung (1,eitungswasser) homo-  
genisiert. Aus dieser dureh Glaswotte gefi l ter ten Suspen- 
sion wurden die Chloroplasten durch Zent r i fugat ion  bei 
475 g im Sediment  angereichert ,  l)ie H/imolyse wurde in 
gepufferter Blutgelatine (l~,inderblut) nach lqscnF.R 5 
durchgefiihrt .  Zur Ermi t t lung  des t l gmolyseop t imums  
dureh Viola-Saponin wurden l" i l t r ierpapierscheibchen 
(ti,5 cm} mi t  dem (~berstehenden des t t omogena te s  nach 
Zentr ifugation bei 475 g getr'gnkt, danach  get rocknet ,  auf  
Objekttr/i.gern mit  gepufferter  l l lu tgela t ine  / ibergossen 
nnd mi t  l)eckgl/ischen abgedeckt .  1)as Saponin  erwies 
sich als ein Stoff, der bei einem p H - W e r t  um 6,7 auf  
Rinderery throzyten  seine st~rkste hRmolysierende kVir- 
kung entfa t te t  und mit  Cholesterin - die Papierscheibchen 
wurden l h in l°.oiger Cholesterinl6sung (Nther- ,~thanol  
I : 1 } gekocht  - eine nichth/ imolysierende Verbindung ein- 
geht, die durch Kochen mi t  Xylol  (2 h am l¢,iickfluss) 
wieder gespalten wird. Es konnte  gezeigt  werden, dass 
Xtherl6sliche Stoffe (Phytoster ine  usw.) aus den plast iden-  
haltigen Sedimenten in gleicher Weise mit  dem Saponin  
reagieren wie Cholesterin. 

Nun wurde gepriift,  ob dieses Saponin mi t  den Chloro- 
plasten im Homogena t  reagieren kann. Hierzu wurde ein 
Homogenat  w)r der Zentr i fugat ion 30 rain bei Z immer-  
t empera tur  aufbewahrt ,  l )anach wurde abzent r i fugier t  
und das Sediment  grtindlich mit  Glueoset6sung und zu- 
letzt mit  dest i l l ier tem \Vasser zur v611igen En t f e rnung  ge- 
16sten Sapmlins nachgewaschen.  Nach Trocknung  wurde 
kin Tell dieses Pr~iparates di rekt  in l~lutgelatine einge- 
better,  der andere Tell wurde 2 h mi t  wenig Xylo l  am 
Riickfluss gekocht,  mi t  ;{ther gewaschen,  ge t rockne t  und 
ebenfalls in lailutgelatine iibergefiihrt.  Nur  im le tz ten Fal l  
liess sich eine posit ive Hgmolyse  beobachten,  l)ieses Re-  
suttat  spricht  also fiir eine l{eaktiml des Saponins  mi t  den  
Chtoroptasten. Untersuchungen  wm t{E und CLENI)FN- 

Durch  die ZerstOrung des Pro toplas ten  bei der Homo- 
genisat ion werden schwer i iberschaubare  Verh/iltnisse ge- 
schaffen. Die im H o m o g e n a t  suspendier ten Zellorganellen 
werden g/inztich anderen  Mil ieubedingungen unterworfen,  
die zu s t ruk ture l len  Ver~tnderungen fiihren und mannig-  
fal t ige I¢,eaktionsmOglichkeiten (chemische Reaktionen,  
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