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1 : 2 glycol  g roup  in t he  protein .  These  resul ts  are  in agree-  
m e n t  w i th  s imilar  observa t ions  m a d e  by  GERSH 9 and  
McMANuS ~° in some o the r  cases. The  absence of a y- 
me t a ch ro mas i a  react ion wi th  Toluidine  blue, suppor ted  
by  a nega t ive  Methylene  blue b inding below p H  4, would  
suggest  the  presence of muco  or  g lycoprote in  con ta in ing  
1 : 2 glycol group. As s ta ted  by  PEARSE 5, the  g lycoprote ins  
h a v i n g  hexosamine  con t en t  of less t h a n  4% s ta in  weak ly  
b y  P .A.S.  (usually pa ler  red or  pink) while  t he  muco-  
prote ins  s ta in  deep  purpl ish-red.  Since the  colour  ob ta ined  
by  P.A.S.  reac t ion  was pink,  the  cut ic le  of Fasciola indica 
possibly does con ta in  glycoproteins .  

The  results  of t he  o ther  h i s tochemica l  tests  g iven in the  
Table  show absence of phenols,  -S-S-  bonds  and un-  
s a tu ra t ed  lipids. 

M. B. LAL and  S. C. SHRIVASTAVA 

Department o] Zoology, The University,  Lucknow 
( Ind ia) ,  September 15, 1959. 

Rdsumd 

Les essais h i s tochimiques  pour  la pr6sence des pro-  
t6ines, graisses, ph6nots e t  r6 t icula t ion  a roma t ique  (aro- 
ma t i c  cross l inkage) e t  des liaisons -S-S on t  6t6 fairs sur  
le cut icule  de ]Zasciola indica Verma ,  1953, t r e m a t o d e  
se t r o u v a n t  dans  le foie du buffle indien. Des r~sultats  
posi t i fs  pour  les prot6ines  (le groupe glycol) e t  n6gatifs  
pour  les graisses, ph6nols et  r6 t icula t ion  a roma t ique  et  les 
liaisons -S-S on t  ~t6 obtenus.  

9 I. G~:RSIi, Arch. Path. 47, 99 (I949). 
10 j .  F. A. McMANI3S and J. E. CASON, J. exp. Med. 91, 651 

11950). 

Quantitative Unterschiede der 
Serummukoproteine bei verschiedenen Spezies 

U n t e r  Se rummukopro t e inen  (SMP) ve r s t eh t  m a n  eine 
F r a k t i o n  der  Gt~-koproteine, die sau te  Mukopolysaccha-  
r ide in polarer  oder  andere r  le icht  t r ennba re r  B indung  an  
Pro te ine  enth~lt .  Saure Mukopolysacchar ide  sind Sub-  
s tanzen,  die sich aus Hexosaminen ,  Urons~turen und  
Schwefels~ureestern zus am mense t zenL  Die SMP sind 
chemisch  un t e r  ande rem dadurch  charakter is ier t ,  dass 
sie m i t  PerchlorsAure n ieh t  f~llbar sind, durch  Phosphor -  
"Wolframs~ure j edoch  prAzipi t ier t  werden.  Man f inder  in 
de r  L i t e r a tu r  2 al lerdings auch die Annahme ,  dass diese 
chemischen E igenschaf ten  vo r  a l l em den sogenann ten  
Se ru mmu ko iden  zustt inden,  Glykoprote inen ,  welche He-  
xosamine  in re la t iv  grosset  Menge yon  m e h r  als 4% in 
fester B indung  an Pro te ine  en tha l ten .  Die genaue Kon-  
s t i tu t ion  dieser K6rper  sowie ihre H e r k u n f t  ist  noch 
nicht  geklfixt. 

E ine  ausgepr~igte E rhShung  der  SMP wird  bei  Gewebs-  
zerlall ,  v o r  a t lem im Ver lauf  yon  E n t z i i n d u n g e n  sowie bei  
mal ignen  Tumoren  gefunden,  wesha lb  die q u a n t i t a t i v e  
B e s t i m m u n g  der  SMP in die klinische Labora to r iums-  
d iagnos t ik  eingefi ihr t  wurde.  Die Serumwer te  sind bei 
gesunden Ind iv iduen  sehr  kons tant .  

I m  Ver lauf  unserer  Un te r suchungen  konn ten  wir  be- 
merkenswer te  q u a n t i t a t i v e  Unterschiede  zwischen den 
einzetnen Spezies f inden,  die wir  nachs tehend  wieder-  
geben.  M6glieherweise lassen sich daraus  Hinweise  auf  die 
physiologische B e d e u t u n g  dieser  Subs tanzen  ablei ten.  

Methodik and Ergebnisse. 3-5 ml  B lu r  werden  sofort 
nach  E n t n a h m e  abzent r i fug ier t  und  0,5 ml  Se rum mit  
4,5 ml  e iner  0,85% NaC1-L6sung verse tz t .  N a c h  Hinzu-  
fiigen yon  2,5 ml  einer 1,8 n Perchlors~ure  und Mischen 
durch  zweimaliges W e n d e n  werden  die P roben  15 rain 
stehengelassen.  N a c h  Pr~tzipitation wird durch  ein Fil ter-  
papier  (SS-Blaubandf i l te r )  f i l t r ier t  und 5 ml  des Fi l t ra ts  
m i t  I ml  einer 5% Phosphor-SVolframsXure verse tz t .  Die 
durch  die neuerl iche Pr~z ip i t a t ion  aufge t re tene  Tr i ibung 
wird  nach  30 min  q u a n t i t a t i v  im R o u y - P h o t r o m e t e r  yon 
Lei tz  bei F i l t e r  A und  ~Vasser als Vergle ichswer t  abge- 
lesen. ]3el dieser Methode  gibt  eine w~isserige LiSsung, die 
200 ~xg R inde ra lbumin -N  in 5 ml  enth~It ,  die gleiche 
Tr i ibung  wie Serum, welches 252 m g %  Mukoprote ine  
enthgdt a. 
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- -  60,2 t 54,8 33,5 27,1 

Die angeffihrtcn Spezies unterscheiden sich untereinander hoch 
signifikant (p <: 0,01) mit Ausnahme der Kaninchen und Hfihner, 
zwischen denen ein Untersehied nur wahrscheinlieh ist (p > 0,1). 

Diskussion. Aus den Ergebnissen  geht  hervor ,  dass 
Kan inchen  und Hfihner  im Vergleich zu R a t t e n  und 
Menschen sehr  niedrige Norma lwer t e  aufweisen. Diese 
Kor re l a t ion  ist  insofern bemerkenswer t ,  als bekannt l i ch  
t~aninchen und  Hi ihne r  sehr  wenig Gewebsmastzet ten,  
h ingegen reichl ich Blu tbasophi te  aufweisen. Diese beiden 
T ie ra r t en  sind auch  die einzigen, bei  denen  sich durch 
F e t t m a s t  eine ausgepr~tgte Arter iosklerose erzielen l~sst. 
R a t t e n  weisen zahlreiche Gewebsmastzel len ,  j edoch kaum 
Blu tbasophi le  auf. E ine  Kor re la t ion  zwischen Mastzell-  
zahl  und Arter iosklerose wurde  pos tu l ie r t  4. D a  die Ge- 
websmas tze l len  un t e r  anderem die Haup t t rXger  yon 
Hepa r in  bzw. hepar inoiden  Subs tanzcn  sein di irf ten,  w~re 
es denkbar ,  dass ein Mangel  an  diesen Subs tanzen  sich 
einersei ts  in e inem n iedrigen Mukoprote inspiegel  anzeigt,  
anderersei ts  aber  auch  du tch  ein ve rminder t e s  Fe t t -  
k]~rungsverm6gen zur  Arter iosklerose bei Be las tung  fiihrt. 

H.  BRAUNSTEINER, P. NIEDERBERGER 
a n d  S. SAILER 

I I .  Medizinische Universittitshlinih in Wien, 29. Fe- 
bruar 1960. 

R. J. WINZLER, Glykoproteins o] Plasma, CIBA-Foundation, 
Symposium on the Chcmistry and Biology of Mucopolysaccharids 
(London 1958), p. 246. 

2 R. WINZLER, Glykoproteins o/ Plasma, CIBA-Foundation, 
Symposium on the Chemistry and Biology of Mucopolysaeeharids 
(London 1958)~ p. 251. 

a j .  DE LA HUERGA, A. DUBIN, D. S. KU•HNER, H. A, DYNIEWICZ 
und H. POPPER, .1- Lab. clin. Med. 47, 403 {1956). 

a p. COI~'STA~'TtmDES, Science 117, 505 (1953). 



[15. V. 1960] Br~ves communications - Brevi comunicazionl 187 

S u m m a r y  

R a b b i t s  a n d  c h i c k e n  w h i c h  eas i ly  ge t  e x p e r i m e n t a l  
arteriosclerosis ,  h a v e  v e r y  tow va lues  of s e r u m  muco-  
proteins .  H i g h  va lues  are  found  in  ra ts ,  where  t h e y  are 
s igni f icant ly  h i g h e r  t h a n  in  men.  

Elaboration of Vitamin Ble by 
E s c h e r i c h i a  c o l i  ~ 

U n c e r t a i n t i e s  r ega rd ing  t h e  role p l a y e d  b y  cyanocoba l -  
amin  (B12) a n d  m e t h i o n i n e  in  t h e  m e t a b o l i s m  of micro-  
organisms i nduced  us  to  s t u d y  t h e  e l a b o r a t i o n  of B n -  
ac t ive  m a t e r i a l  b y  Escherichia coli w h i c h  would  sa t i s fy  
the  B12- requ i rement  of Euglena gracitis, Ochromonas 
malhamensis, a n d  Lactobacillus leichmannii.  F o r  t h i s  pu r -  
pose we used  t h e  m u t a n t  s t r a in ,  E. coli 113-3, i t s  p a r e n t  
s t ra in  (ATCC No. 9637) a n d  a wild  t y p e  E.  coli i sola ted 
from n o r m a l  h u m a n  feces. 

Since t h e  m u t a n t  E.  coli 113-3 h a s  a n u t r i t i o n a l  re- 
q u i r e m e n t  a l t e r n a t i v e l y  sa t i s f ied  b y  BI~ or  m e t h i o n i n e  2, 
the  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  be low were des igned  to  p e r m i t  
inferences as  to  t h e  role of m e t h i o n i n e  in  b i o s y n t h e s i s  of 
Bn- l ike  m e t a b o l i t e s .  

Methods: E.coli .  F o r  t he  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  here  we 
used a wi ld  t y p e  E.  coil ATCC 9637, t he  p a r e n t  of 113-3,  
which  se rved  as p r o t o t r o p h i c  con t ro l  for  t h e  m u t a n t  E. coli 
113-3. These  o r g a n i s m s  were  g r o w n  for  3 d a y s  in B u r k -  
holder ' s  m e d i u m S ;  t h e  cells were  co l lec ted  b y  cen t r i fuga -  
t ion, r e s u s p e n d e d  in d is t i l led  wa te r ,  a n d  tyophi l ized .  
S u p e r n a t a n t s  f r o m  e a c h  o r g a n i s m  were  c o n c e n t r a t e d  
10-fold u l lde r  r educed  pressure .  T h e i r  B ~  c o n t e n t  was  
assayed.  

B n assays: M e t h o d s  for  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of Bls  
using E.  gracilis Z. ,  O. malhamensis,  a n d  L. leichmannii 
as t e s t  o r g a n i s m s  h a v e  b e e n  o u t l i n e d L  Samples  of t he  
s u p e r n a t a n t s  a n d  tyophi l ized  o r g a n i s m s  were  a u t o c l a v e d  
a t  p H  4-5 w i t h  m e t a b i s u l f i t e  t o  l i be ra t e  a n d  s tab i l ize  B~v 
This  h y d r o l y s i s  is in su f f i c i en t  to  b r e a k  d o w n  deoxy-  
ribosides.  

Results : The  c o n c o r d a n t  low va lues  b y  t he  Ochromonas 
and Euglena assays  (Table) ,  show l i t t le  a s sayab le  B12 in 
the  bodies  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  of m e t h i o n i n e - g r o w n  
E. coli 113-3; t h e  h i g h  in i t i a l  va lues  o b t a i n e d  w i t h  L. 
leichmannii for  t h e  c u l t u r e  f luids of m e t h i o n i n e - g r o w n  
E. coti 113-3 a re  a l m o s t  c e r t a i n l y  a t t r i b u t a b l e  to  deoxy-  
ribosides.  \Ve a s sume  t h a t  t he  O. malhamensis assay  yields  
values  c loses t  to  t h e  t r u e  B n - c o n t e n t  a. 

Very  l i t t l e  Bx, was  f o u n d  in b o t h  wild t y p e  E.  coli 
s t ra ins  g rown  w i t h  n e i t h e r  m e t h i o n i n e  no r  B n .  T h e  s t imu-  
la t ion b y  m e t h i o n i n e  of B12-produet ion  (see s u p e r n a t a n t  
values Table)  in  wild t y p e  E.  coli ( f rom feces) suppo r t s  
BRAY a n d  SttF.MIN'S 5 f i n d i n g t h a t  m o s t  of t h e  a n g u l a r  
m e t h y l  g roups  of Ble c a n  o r ig ina t e  f rom m e t h i o n i n e .  N o t  
all E.  coli s t r a i n s  show t h i s  effect,  as  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  
failure of  m e t h i o n i n e  to  s t i m u l a t e  B ~ - p r o d u c t i o n  in  E.  
coli 9736 a n d  ~ts m u t a t e d  s t ra in .  

W h e n  B12-act iv i ty  of cells, as a s sayed  w i t h  e i t he r  O. 
malhamensis or E.  gracilis, is d e d u c t e d  f rom t h e  L. leich- 
mannii  resul ts ,  t h e  di f ference m a y  be  a t t r i b u t e d  to t he  
presence of deoxyr ibos ides .  S u p p l m e n t a t i o n  for  all  t h r e e  
E. coli s t r a i n s  w i t h  Ba2, b u t  n o t  w i t h  m e t h i o n i n e ,  r e su l t ed  
in s t r i k ing  inc reases  of deoxyr ibos ides .  

The  low c o n t e n t  of  a s s a y a b l e  B ~  in s u p e r n a t a n t s  f rom 
E. coli 113-3 cells g rown  o n  m e t h i o n i n e ,  impl ies  t h a t  B~,- 
by-pass ing  fac to r s  for t h e  a s say  o r g a n i s m s  are  a b s e n t  
here. F u r t h e r  ana lys i s  of t h e  B n - b y - p a s s i n g  p r o b l e m  m a y  

Vitamin Bl~-content of Escherichia coil 
'Bt2' of the culture medium = cyanoeobalamin; 'meth.' = methio- 
nine. B n content is expressed as Extxg/ml for culture supernatants 

and i~[zg/mg for dried ceils 

Metabolite 

Organism added]liter L;a/e/n)i 

! 

coli no Ba2, no meth.  ] 16 E. 
wild-type meth.  0.1 g I 7 
isolate Bx~ 0.I pg  600 
E. coli meth. 0-1 g 39 
113-3 BI~ 0-I [zg 850 
E. coil no B12, no meth.  27 
9736 meth.  0-1 g 30 

B n 0-1 vg 300 

A. Dried Cells ([~[zglmg) 

Assay System 

O. malka- ] 
mensis I 

0.6 .... 
10 
50 

3 
130 

3 
3-7 

75 

0.65 
10 
26 

3 
306 

6"6 
4"0 

70 

B. Supernatants (~g /ml )  

Organism 

E. coti 
wild-type 
isolate 
E. coli 
113-3 
E. coli 
9736 

added]liter L. leich- 
mannii 

no Blz, no meth. 104 
meth. 0.1 g 298 
Bvz 0.1 txg 1500 
meth. 0.1 g 563 
B~2 0.1 ~g 740 
no BI~, no meth.  100 
meth.  0-1 g 60 
B,~ 0.1 l~g 130 

O. malha- 
mensis 

6 
200 
463 

10 
175 

20 
6 
2 

E. gracilis 

1 
233 
800 

9 
604 

6 
10 
10 

requ i re  t h e  use of n a t u r a l  Bt~-free ma te r i a l s ,  p r e p a r e d  
biologically,  p e r h a p s  b y  mic roo rgan i sms .  These  com-  
p o u n d s  m a y  be  of r e s t r i c t ed  d i s t r i b u t i o n  a n d  could  em-  
b o d y  1-carbon  f r a g m e n t s  such  as t h e  m e t h y l  p u r i n e s  a n d  
m e t h y l  p y r i m i d i n e s  r e c e n t l y  desc r ibed  b y  LITTLEFIELD 
a n d  DUNI~ 6. T h e  lack  of Bt~ a c t i v i t y  in  y e a s t  a n d  h i g h e r  
p l a n t s  o r ig ina l ly  s ignal led  t h a t  B t ,  h a s  a r e s t r i c t e d  d is t r i -  
b u t i o n  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  B v i t a m i n s ;  t h e  p r e s e n t  re-  
su l t s  sugges t  t h a t  B ~  b y - p a s s i n g  c o m p o u n d s  are  e v e n  
more  r e s t r i c t ed  in d i s t r i b u t i o n .  

H. BAKER, O. FRANK, I. PASHER, H.  SOBOTKA, 
H.  A. NATHAN, S. H.  HUTNER, a n d  S. AARONSON 

Department o] Chemistry, M o u n t  S inai  Hospital,  
New York and Hask ins  Laboratories, N e w  York,  December 
24, 1959. 

Rdsurnd 

Les a u t e u r s  o u t  c o n s t a t 6  l ' a b s e n c e  de  la  v i t a m i n e  B n 
d i n s  le corps  1 ° de E. coli 113-3, 2 ° de  son p a r e n t  p r o t o -  
t r o p h i q u e  e t  3 ° d a n s  la  souche  sauvage .  Le  t i t r e  de Bt~ 
darts le mil ieu de  cu l t u r e  s ' e s t  t r o u v 6  f o r t e m e n t  a u g m e n t 6  
p a r  l a m 6 t h i o n i n e ,  dar ts  le cas  de la souche  s a u v a g e  u n i q u e -  
m e n t .  E n  a j o u t a n t  de  la  c y a n o c o b M a m i n e  on  a o b t e n u  
d i n s  les t ro i s  cas  u n e  a u g m e n t a t i o n  de  d6soxyr ibos ides .  
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