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counts  while it  should theore t i ca l ly  cont r ibu te  6.91 × 10 a 
counts.  This  good ag reemen t  be tween  found and calcu- 
la ted  values  shows t h a t  t r i t i um is even ly  d i s t r ibu ted  
t h r o u g h o u t  t he  molecule  of choles te ro l -H a prepared  by  
X,¥ILZBACIt'S method.  

Zusarnmen/assung. Es wird gezeigt, dass Choles ter in-H 3, 
nach Behand lung  yon besonders gere in ig tem Handels -  
cholester in  mi t  T r i t i um en tsprechend  der  Vorschri f t  yon  
\VILZBACH, bet sechsmal wiederhol ter  Bromierung  nach 

FIESER fret von  Cholestanol-H~ erha l ten  wird. In  so ge- 
re in ig tem Choles ter in-H ~ ist  der schwere WasserstofI 
gleichm~ssig fiber alle wassers tof f t ragenden Kohlenstoff- 
a t ome  ver te i l t .  

E.  SCH~,VENK a n d  ERZSEBET JOACHIM 

Worcester Foundation [or Experimental Biology, Shrews- 
bury (Mass., U.S.A.), May 7, 1962. 

T h e  M u c o p e p t i d e  T u r n o v e r  in the  C e l l  W a l l s  o f  
G r o w i n g  C u l t u r e s  o f  Baci l lus  m e g a t e r i u m  K M  

A prote in  t u r n o v e r  of a p p r o x i m a t e l y  l % / h  takes  place 
in the  cells of growing bacilli  ~ while, unde r  the  same 
condit ions,  the  proteins  in cells of Gram-nega t ive  bacter ia  
remain  stabi le  and dis in tegra te  only in a m e d i u m  lacking 
n i t rogen ~. Cer ta in  changes in the  cell walls occur  in grow- 
ing cul tures  of Bacillus megaterium KM and are responsible 
for the i r  increased sens i t iv i ty  to lysozyme and the  release 
of pa r t  of the  mucopept ides  3. Inves t iga t ions  were carr ied 
ou t  in order  to ascertain whe the r  the  changes in t he  muco-  
pept id ic  moie ty  of the  cell walls cause the  release of the i r  
componen t s  into a pool. I n  measur ing  the  ve loc i ty  of tim 
turnover ,  t he  c i rcumstance  was t aken  into accoun t  t h a t  
the  cells of  Bacillus megaterium to a cer ta in  degree decarb-  
oxy la te  d iaminopimel ic  acid to lysine which is ut i l ized for 
the  prote in  synthesis  4. In  the  exper iment ,  the  cell walls of 
the  cul ture  were prelabelled wi th  ~4C diaminopimel ic  acid 
(DAP) s. The  cul ture  was grown on C agar  wi th  1% lactose, 
0.1% peptone  and 0.03 t~C 14C-DAP/ml. Lysine was added  
to the  med ium in order  to res t r ic t  the  ut i l izat ion of degra-  
da t ion  products  of D A P  for pro te in  synthesis.  The  ful ly 
grown cul ture  was washed and incuba ted  for 2 h in C 
medium,  conta in ing  0.5 % glucose. As a result ,  the  con ten t  

-of :4C D A P  and i ts  p roduc t s  in pool were reduced to  7%.  
H a v i n g  been  cent r i fuged  and  washed,  the  cells were  
cu l t i va t ed  for ano the r  6 h in fresh C m e d i u m  (400 ml  of 
medium,  con ta in ing  0.5 mg  d ry  weight  of cel ls /ml a t  32°C 
and 0.3 1/min aerat ion).  

In  in tervals  of 1 h, samples of the  suspension (10 ml) 
were collected and the  fl-galactosidase es tabl ished"  in the  
m e d i u m  and in the  cells. Ano the r  sample  of the  medium,  
conta in ing  40 mg  dry  weight ,  was used to de te rmine  the  
r ad ioac t iv i ty  of the  proteins  and mucopept ides .  Trichlor-  
acetic acid (TCA) was added  to a concent ra t ion  of 5%. 
Nucleic  acids were r emoved  Iron: the  mater ia l  by  ex- 
t r ac t ion  wi th  ho t  TCA, while the  lipids were r emoved  by  
ex t rac t ion  wi th  alcohol,  e ther  and  acetone.  The  pro te in  
and mucopep t id ic  I ract ions were  then  i so la tedL The  
samples,  conta in ing  0.2-0.4 m g  d ry  weight /ml ,  were 
counted  wi th  t h e  Fr iesecke-Hoepfner  counte r  in the  
a tmosphere  of methane .  E m p l o y i n g  the  KOCH-LEvY 
me thod  8, the  ra te  of mucopept ide  degrada t ion  was der ived 
f rom the  increase in the  percentage  of r ad ioac t iv i ty  in the  
prote in  moiety .  

In  our  case the  probabi l i ty  coeff icient  (q) for the  de- 
ca rboxyla t ion  of the  released d iaminopimel ic  acid and its 
incorpora t ion  into the  prote ins  in the form of lysine was, 
on the  average,  equal  to  0.44 (Table). As indica ted  in our  
i l lustrat ion,  a considerable  cell  wal l  t u r n o v e r  occurs in 
mul t ip ly ing  cells (Figure), equal l ing a ve loc i ty  of 4 % / h  and 
a ha l f - t ime of 17.3 h. P rov ided  t h a t  7% of t he  radio-  
a c t i v i t y  present  in the  ceil pool a t  the  beginning of  t he  

expe r imen t  are fully ut i l ized dur ing  the  growth,  the  rate 
of t u rnove r  drops to a p p r o x i m a t e l y  3%/h ,  while  the  half- 
t ime  of the  mucopept id ic  moie ty  of  the  cell wall  increases 
to 22.6 h. Since dur ing  6 h of  cu l t iva t ion  no measurable 
a m o u n t  of fl-galactosidase was released f rom the  cells, and 
consequent ly ,  the  cells did no t  die dur ing the  experiment,  

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

Min Radioactivity Radioactivity q 
in the proteins in the cell waU 

30 5 263 cpm 7 565 cpm 0.4 I 
60 8 930 cpm 11268 cpm 0,44 
90 14618 cpm 15 120 cpm 0.49 

The washed culture was incubated in C/G medium (1.6 mg[ml), con- 
taining 0.03 ~xC :*C DAP[ml. The cells were fractionized by the PARK- 

HANCOCK method 7. 
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The mucopeptide turnover in a growing culture of Bacillus mega. 
terium. A: growth expressed in mg of dry weight/10 ml. B: % 14C in 
the protein fraction. C: % of turnover of the mucopeptidic component 

in the cell wall. 
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the established ra te  of mucopep t ide  t u r n o v e r  mus t  be con- 
sidered as proof  of profound changes in the  cell walls  of the  
growing and d iv id ing  bac te r ia l  cells. 

Zusammen/assung. Die Zellwfinde yon  Bacillus mega- 
terium, in der  Vorku l tu r  durch 2-a4C Diaminopimel ins~ure  
(DAP) markier t ,  geben im Lauf  ihrer  wei te ren  Kul t i -  
vierung D A P  in den metabol i schen  ~Poob> frei. E i n  Tei l  
der I re igewordenen D A P  wird zu a~C Lys in  dekarboxy l i e r t  
und e rsche in t  in Eiweiss  inkorpor ier t .  Aus dem VerhS.ltnis 

der Rad ioak t iv i t / t t en  in der  Eiweiss- und in der  Muco- 
pep t id f rak t ion  wurde die Geschwindigkei t  des Muco- 
pep t idumsa tzes  in den  sich ve rmehrenden  Zel len  auf  
3 - 4 %  in der  S tunde  festgestel l t ,  

J. CHALOUPKA, P. Ki~E6KOVA, and L. fifHOVX 

Department o[ General Microbiology, Microbiological In- 
stitute o[ the Czechoslovak Academy o/ Sciences, Prague 
(Czechoslovakia), April 30, 1962. 

L i b r i u m  

a l s  S t r a h l e n s c h u t z s u b s t a n z  f i i r  M ~ i u s e  

In  der  le tz ten  Zei t  wurden  auch psycho t rope  Drogen,  
wie Chlorpromazin  ~ oder  tReserpin ~, als S t rah lenschutz -  
stoffe e rmi t te l t .  Das in der  Psychia t r ic  neuerdings ver-  
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Fig. I. ZeitverlauI des Prozentsatzes tiberlebender M~iuse in 30 Ta- 
gen nach einmaliger Rbntgenbestrahlung (800 r), allein und unter 
Vorbehandlung mit Librium. K 1, K `2: Kontrollreihen yon jeweils 
10 Tieren, I: 7,5 mg]kg Librium (10 Tiere, Z 2 = 8,69, P > 0,001. 
<0,01), I I :  8,75 mg/kg (8 Tiere, Z~= 12,85, P.~0,001), III:  
10 mg/kg (10 Tiere, Z*<2 1, nicht sigufifikant}, IV: 12,5 mg/kg 

(10 Tiere, Z 2 = 4,00, P ~ 0,05). (Xe-'fest flit den 30. Tag). 
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Fig. 9. Beziehung zwischen % 10berlebenden (bci 800 r) und der 
Dosis yon Librium. Beobachtungszeit: 15 Tage. Die unterbrochenen 
Linien deuten, als Fortsetzung der experimentellen Kurven, die ein- 
aader entgegengesetzten Vorg~inge (1: Sehutzwirkung, '2: toxische 

Wirkung) an. 

wendete  L ibr ium ~Roche~ (7-Chlor-2-methylamino-5-  
phenyl-3H-1,  4-benzodiazepin-4-oxyd-hydrochtorid)  wurde  
auf  diese Wirkung bin noch nicht  untersucht .  Obwohl  es 
sich in seinen psychischen Ef fek ten  yon anderen  Tran-  
quil t izern un te rsche ide t  3, zeigt  es mi t  diesen Gemeinsam-  
kei ten im Wirkungsmechanismus ,  z. B. in der  Senkung  der  
K6rpe r t empera tu r  ~. 

Zur  Pr i i fung yon Libr ium auf  S t rah lenschu tzwi rkung  
ve rwende ten  wir  mltnnl iche M~use im Durchschni t t s -  
gewicht  yon  15 g (Laborzucht) ,  die m i t  Rbn tgens t r ah len  
(190 kV, 8 mA,  2 m m  M-Fi l t e r ,  F A  40 cm) in der  Dosis yon 
800 r (Dosisrate 40 r /min)  ganzbes t rah l t  wurden.  Neben  
mehreren  Kont ro l l re ihen  wurden  jeweils 8-10 Tiere  mi t  
verschiedenen Libr ium-Dosen  15 min  vo r  Beginn der  Be- 
s t rah lung  i.p. injiziert .  :Einige represen ta t ive  Ergebnisse  
(mit  s ta t is t i schen Daten)  gibt  F igur  1: es zeigte sich, dass 
innerhalb  des Zei t raums von  30 Tagen  die Libr iumdosis  
yon 8,75 mg /kg  ein 75%-?3berleben (im Vergleich zu 100% 
Mortal iUit  in den Kontrol l re ihen)  hervor ru  ft. Dass dennoch  
die Schutzwi rkung  des Libr iums n ich t  sehr betr / icht l ich 
ist, geht  aus den Unte rsch ieden  der  Ergebnisse zwischen 
gleichen Versuchsre ihen he rvor :  so e rgab  eine Wieder-  
ho lung  der  Reihe  m i t  7,5 mg /kg  (10 Tiere) nur  30% ~)ber- 
lebende (Z 2 =  2,67, P ;> 0,05, insignifikant)  (vgl. mi t  
F igur  1). Auch  gewisse Unregelmiiss igkei ten in der Wir-  
hung k o m m e n  vor ;  so sind 10 mg /kg  weniger  wi rksam als 
12,5 mg/kg.  

Die F igur  2 l[tsst erkennen,  dass der  ak t ive  Dosisbereich 
yon  Libr ium eng ist  und zwischen 7,5 und 12,5 mg/kg  
l iegt;  h6here  und niedrigere Dosen haben  eine geringere 
oder  keine Sehutzwirkung .  Dieser Befund eines schmalen  
wirksamen Dosisbereichs s teh t  im E ink lang  m i t  Beobach-  
tungen  an Serotonin  ~, dessen S t rah lenschutzef fek t  fiir 
M~tuse ein O p t i m u m  bei der  Dosis 50 mg/kg  hat ,  also einer 
e twa 10fach hbheren Dosis als bei Libr ium.  Hier  diirf te es 
sich u m  die Superposi t ion  zweier Vorg~inge handeln ,  yon  
denen of fenbar  de r  eine, ngmlich die Ve rminde rung  des 
Schutzes bei L ibr iumdosen  fiber 12,5 mg/kg,  mi t  der  zu- 
nehmenden  toxischen ~Virkung der  Subs tanz  selbst  
(deren LDsoL o. e twa  75 mg/kg  = ~ 1 / 1 0  LD~oor~ ! sein 
dfirfte) im Zusammenhang  s teht ,  
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