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counts while it should theoretically contribute 6.91 x 10%
counts. This good agreement between found and calcu-
lated values shows that tritium is evenly distributed
throughout the molecule of cholesterol-H? prepared by
WiLzBACH’s method.

Zusammenfassung. Es wird gezeigt, dass Cholesterin-H?,
nach Behandlung von besonders gereinigtern Handels-
cholesterin mit Tritium entsprechend der Vorschrift von
WiLzBacH, bei sechsmal wiederholter Bromierung nach

The Mucopeptide Turnover in the Cell Walls of
Growing Cultures of Bacillus megaterium KM

A protein turnover of approximately 19, /h takes place
in the cells of growing bacilli’ while, under the same
conditions, the proteins in cells of Gram-negative bacteria
remain stabile and disintegrate only in a medium lacking
nitrogen?. Certain changes in the cell walls occur in grow-
ing cultures of Bacillus megaterium KM and are responsible
for their increased sensitivity to lysozyme and the release
of part of the mucopeptides3. Investigations were carried
out in order to ascertain whether the changes in the muco-
peptidic moiety of the cell walls cause the release of their
components into a pool. In measuring the velocity of the
turnover, the circumstance was taken into account that
the cells of Bacillus megatevium to a certain degree decarb-
oxylate diaminopimelic acid to lysine which is utilized for
the protein synthesis®. In the experiment, the cell walls of
the culture were prelabelled with 4C diaminopimelic acid
(DAP) 5. The culture was grown on C agar with 19 lactose,
0.1% peptone and 0.03 uC #¥C-DAP/ml. Lysine was added
to the medium in order to restrict the utilization of degra-
dation products of DAP for protein synthesis. The fully
grown culture was washed and incubated for 2 h in C
medium, containing 0.5% glucose. As a result, the content

-of “C DAP and its products in pool were reduced to 7%,.
Having been centrifuged and washed, the cells were
cultivated for another 6 h in fresh C medium (400 ml of
medium, containing 0.5 mg dry weight of cells/ml at 32°C
and 0.3 I/min aeration}.

In intervals of 1 h, samples of the suspension (10 ml)
were collected and the g-galactosidase established® in the
medium and in the cells. Another sample of the medium,
containing 40 mg dry weight, was used to determine the
radioactivity of the proteins and mucopeptides. Trichlor-
acetic acid (TCA) was added to a concentration of 5%,.
Nucleic acids were removed from the material by ex-
traction with hot TCA, while the lipids were removed by
extraction with alcohol, ether and acetone. The protein
and mucopeptidic fractions were then isolated?. The
samples, containing 0.2-0.4 mg dry weight/ml, were
counted with the Friesecke-Hoepiner counter in the
atmosphere of methane. Employing the Kocn-Levy
method?8, the rate of mucopeptide degradation was derived
from the increase in the percentage of radioactivity in the
protein moiety.

In our case the probability coefficient (g) for the de-
carboxylation of the released diaminopimelic acid and its
incorporation into the proteins in the form of lysine was,
on the average, equal to 0.44 {Table). As indicated in our
illustration, a considerable cell wall turnover occurs in
multiplying cells (Figure), equalling a velocity 0of 4%, /hand
a half-time of 17.3 h. Provided that 7% of the radio-
activity present in the cell pool at the beginning of the
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Exrerientia XVIIS

FiesER frei von Cholestanol-H? erhalten wird. In so ge-
reinigtem Cholesterin-H?® ist der schwere Wasserstoff
gleichmiissig {iber alle wasserstofftragenden Kohlenstoff-
atome verteilt.

E. ScHwWENK and ERZSEBET JOACHIM

Worcester Foundation for Experimental Biology, Shvews-
bury (Mass., U.S.4.), May 7, 1962.

experiment are fully utilized during the growth, the rate
of turnover drops to approximately 3%/h, while the half-
time of the mucopeptidic moiety of the cell wall increases
to 22.6 h. Since during 6 h of cultivation no measurable
amount of g-galactosidase was released from the cells, and
consequently, the cells did not die during the experiment,

Incorporation of 4C from DAP into the cells of Bacillus megaterium

Min Radioactivity Radioactivity q

in the proteins in the cell wall
30 5263 cpm 7565 cpm 0.41
80 8930 cpm 11268 cpm 0.44
90 14618 cpm 15120 cpm 0.49

The washed culture was incubated in C/G medium (1.6 mg/mi), con-
taining 0,03p.C 1*C DAP/ml. The cells were fractionized by the Park-
Haxncock method?.

3 b 5 § h

] 1 2

The mucopeptide turnover in a growing culture of Bacillus mega-

terium. A: growth expressed in mg of dry weight{10 mlL. B: % #Cin

the protein fraction, C: 9, of turnover of the mucopeptidic component
in the cell wall.
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the established rate of mucopeptide turnover must be con-
sidered as proof of profound changes in the cell walls of the
growing and dividing bacterial cells,

Zusammenfassung. Die Zellwdnde von Bacillus mega-
terium, in der Vorkultur durch 2-1C Diaminopimelinsdure
{DAP) markiert, geben im Lauf ihrer weiteren Kulti-
vierung DAP in den metabolischen «Pool» frei. Ein Teil
der freigewordenen DAP wird zu ¥C Lysin dekarboxyliert
und erscheint in Eiweiss inkorporiert. Aus dem Verhiltnis

Librium
als Strahlenschutzsubstanz fiir Miuse
In der letzten Zeit wurden auch psychotrope Drogen,

wie Chlorpromazin® oder Reserpin?, als Strahlenschutz-
stoffe ermittelt. Das in der Psychiatrie neuerdings ver-
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Fig. 1. Zeitverlauf des Prozentsatzes iiberlebender Miuse in 30 Ta-

gen nach einmaliger Rontgenbestrahlung (800 r), allein und unter

Vorbehandlung mit Librium. K 1, K 2: Kontrollreihen von jeweils

10 Tieren, I: 7,5 mg/kg Librium {10 Tiere, x® = 8,69, P > 0,001,

< 0,01), 1I: 8,75 mg/kg (8 Tiere, ¥ = 12,85, P <« 0,001}, 1IL:

10 mglkg (10 Tiere, y* < 1, nicht signifikant}, 1V: 12,5 mglkg
(10 Tiere, ¥* = 4,00, P ~ 0,05). (X2 Test fiir den 30. Tag}.
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Fig. 2. Bezichung zwischen % Uberlebenden (bei 800 r) und der

Dosis von Librium. Beobachtungszeit: 15 Tage. Die unterbrochenen

Linien deuten, als Fortsetzung der experimentellen Kurven, die ¢in-

ander entgegengesetzten Vorginge (1: Schutzwirkung, 2: toxische
Wirkung) an.
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der Radioaktivititen in der Eiweiss- und in der Muco-
peptidfraktion wurde die Geschwindigkeit des Muco-
peptidumsatzes in den sich vermehrenden Zellen auf
3-49, in der Stunde festgestellt.

J. Cuarourka, P. Kke¢kov4, and L. RfHov4

Department of General Micvobiology, Microbiological In-
stitute of the Czechoslovak Acadewmy of Sciences, Prague
(Czechoslovakia), April 30, 1962.

wendete Librium «Roche» (7-Chlor-Z-methylamino-3-
phenyl-3H-1, 4-benzodiazepin-4-oxyd-hydrochlorid) wurde
auf diese Wirkung hin noch nicht untersucht. Obwohl es
sich in seinen psychischen Effekten von anderen Tran-
quillizern unterscheidet?, zeigt es mit diesen Gemeinsam-
keiten im Wirkungsmechanismus, z. B. in der Senkung der
Korpertemperatur?.

Zur Priifung von Librium auf Strahlenschutzwirkung
verwendeten wir minnliche Miuse im Durchschnitts-
gewicht von 15 g {Laborzucht), die mit Rontgenstrahlen
(190kV, 8 mA, 2mm Al-Filter, FA 40 cm) in der Dosis von
800 r (Dosisrate 40 r/min) ganzbestrahlt wurden. Neben
mehreren Kontrollrethen wurden jeweils 8-10 Tiere mit
verschiedenen Librium-Dosen 15 min vor Beginn der Be-
strahlung i.p. injiziert. Einige reprisentative Ergebnisse
(mit statistischen Daten) gibt Figur 1: es zeigte sich, dass
innerhalb des Zeitraums von 30 Tagen die Libriumdosis
von 8,75 mg/kg ein 75%-Uberleben (im Vergleich zu 100%,
Mortalitit in den Kontrollreihen) hervorruft. Dass dennoch
dije Schutzwirkung des Libriums nicht sehr betrédchtlich
ist, geht aus den Unterschieden der Ergebnisse zwischen
gleichen Versuchsreihen hervor: so ergab eine Wieder-
holung der Reihe mit 7,5 mg/kg (10 Ticre) nur 30%, Uber-
lebende (y* = 2,67, P > 0,05, insignifikant) (vgl. mit
Figur 1). Auch gewisse Unregelmissigkeiten in der Wir-
kung kommen vor; so sind 10 mg/kg weniger wirksam als
12,5 mg/kg.

Die Figur 2 lasst erkennen, dass der aktive Dosisbereich
von Librium eng ist und zwischen 7,5 und 12,5 mg/kg
liegt; hohere und niedrigere Dosen haben eine geringere
oder keine Schutzwirkung. Dieser Befund eines schmalen
wirksamen Dosisbereichs steht im Einklang mit Beobach-
tungen an Serctonin?®, dessen Strahlenschutzeffekt fiir
Miuse ein Optimum bei der Dosis 50 mg/kg hat, also einer
etwa 10fach hoheren Dosis als bei Librium. Hier diirfte es
sich um die Superposition zweier Vorginge handeln, von
denen offenbar der eine, nimlich die Verminderung des
Schutzes bei Libriumdosen iiber 12,5 mg/kg, mit der zu-
nehmenden toxischen Wirkung der Substanz selbst
{deren LDggy,. etwa 75 mg/kg = ~1/10 LDggom sein
diirfte) im Zusammenhang steht,
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