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solution de procaine ~ 0,02 M et 8 ml d 'eau distill6e. 
Dans I h le pH  monte  de 7,85 ~ 8,45, et  descend apr6s un 
pMier long k 7,5 en 24 h. Le p I l  d 'une  mgme quant i t4  de 
s6rum duns le m~me volume final descend de 8 k 6,35 
en a joutant  1 ml d 'une solution d'acide pab. 0,02 M. 

La figure 3 montre le spectre d 'absorpt ion UV de la 
procaine et d e  l 'apab.  (1 ml d 'une solution aqueuse de 
0,02 M, 1 ml de phosphate disodique 0,1 /vI, 1 ml d 'eau 
distill6e). Le tableau I donne les valeurs pour la variat ion 
du coefficient d 'absorpt ion molaire A diff6rentes lon- 
gueurs d 'onde.  On a admis pour ces calculs que la base 
lib6r6e au cours de l 'hydrolyse n'infiue pas sur la varia- 
t ion de la densit6 optique. 
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Fig. 3. 

L ' inspect ion de la figure 3 montre que la densit6 
optique du milieu doit Ior tement  baisser au cours de 
l 'hydrolyse de la procaine, si l 'on se place entre 290 et  
310 m/z. Pour les dosages nous avons choisi la longueur 

Tableau I. Variation du coefficient d'absorption molaire au cours de 
l'hydrolyse de la procaine 

Longueur d'onde Z] e M 
m/* 

310 
300 
295 
290 
280 

0,82 • 104 
1,22 • 104 
1,28 • 104 
1,20 - 104 
0,64 • 104 

d 'onde de 295 m/~. Le tableau I I  donne les r6sultats d 'une  
exp6rienee effectu6e s u r u n  m61ange de 1 ml d 'un s6rum 
humain,  1 ml d 'une solution de procaine g 0,02 M ainsi 
que sur 3 m41anges t6moins conten~nt  le s6rum seul, la 
procaine seule et le s6rum (1 ml) avec 1 ml d 'une solution 
d 'acide pab. 0,02 M. 

Tableau II. Variation de la densit6 optique au cours de l'hydrolyse 
de la procaine par le s6rum A 37 ° 

Composition du m61ange 

s6rum + procaine 
s6rum + acide pab. 

I s6rum+ eau I ml 
procaine+ 1 ml eau 

Densit6 optique apr6s 

0 min 60 min ~4 h 

0,72 0,66 0,21 
0,21 -- 0,22 
0,05 0,05 0,06 
0,66 0,65 -- 

Pour d6terminer la densit6 optique du m61ange on 
pr61~ve 0,1 m] qu 'on dilue avec 5 ml de PO4HNa2 0,1 M 
et  de l 'eau q.s.  pour 25 ml. La  var ia t ion  de ladensi t6  
optique d6termin6e A 295 m/*, divis6e avec 1,28.10' donne 
le nombre de mol6cules de procaine hydrolys6es. Le ta- 
bleau montre que la quantit6 re la t ivement  impor tan te  de 
procaine raise en contact  avec i ml de s6rum est com- 
pl~tement  hydrolys6e en 24 h. 

L. ROSERT 

Service de chimie, Facultd de Mddecine, Universitd de 
Paris, le 28 avril 1955. 

Sun, mary 

A method is proposed for dosage of serum procaine- 
sterase by differential spectrophotometry ,  based on the 
decrease of the optical density at 295 mp in the course of 
the hydrolysis. 

A g g l u t i n i n b i l d u n g  d u r c h  v e r s c h i e d e n e  
P r o t e i n f r a k t i o n e n  v o n  Salmonella ballerup 

Nukleoproteide aus verschiedenen Bakter ienar ten  
sind als antigene Substanzen mehrmals  beschrieben 
worden 1. Es bestehen jedoch wenig quant i ta t ive  Anga- 
ben tiber deren Antik6rperbi ldungsverm6gen,  besonders 
bei gramnegat iven Bakterien.  Um ein Bild fiber die 
antigene Wirkung des sogenannten H- oder Eiweissan- 
tigens bei Salmonellen zu gewinnen, isolierten wir aus den 
lebenden Zellen des nicht pathogenen Stammes S. ballerup 
das Nukleoproteid auf mSglichst schonende ~v'eise. In  un- 
seren Versuchen arbei teten wir nicht nur mit  dem Nukleo- 
proteid, sondern auch mit  dessen Spaltprodukten,  der 
Nukleinsiiure und dem Nukleohiston. 

Das Nukleoproteid wurde aus den frischen, 18 h alten 
und mit  Glaspulver desintegrierten Bakterien mit  alkali- 
siertem Wasser bei pH 8,4 extrahier t  und mit  Essigsiiure 
bei pH  4,6 ausgef~illt. Die $ubstanz wurde durch mehr- 
maliges Umfiillen mi t  Essigsiiure gereinigt und enthielt  
dann 14,4% N, 1,04% P und 5,1% Asche. Die Spaltung 
in Nukleinsiiure und die Eiweisskomponente wurde 
durch zweistiindiges Erw~irmen in 0,5prozentiger Na- 
t r iumkarbonat l6sung be/ 55 ° vollzogen. Den Protein- 
anteil  entfernte man nach SEVAG, LACKMAN und SMO- 
LENS * durch Ausschfitteln mit  Chloroform. Dieses Aus- 
schiitteln wurde so lange wiederholt,  bis die Nuklein- 
s~iurel6sung keine Spuren yon Eiweiss mehr enthielt .  
Durch Zerlegen des ents tandenen Chloroform-Protein- 
gels mi t  Alkohol erhielt  man den Proteinanteil ,  der durch 
mehrmaliges Aufl6sen bei pH 7 mittels Natronlauge, und 
F~llen mi t  Essigsiiure bei pH5,5 yon der anhMtenden 
Nukleinsiiure gereinigt wurde. Diese Substanz enthiel t  
15,3% N und 0,05% P. Sic gab eine negative Reakt ion  
auf Pentosen, enthiel t  aber auch andere Kohlenhydra te .  
Die positive Real~tion auf Tyrosin sowie die negat ive  Re- 
aktion auf Tryptophan  bedeutet,  dass es sich um ein 
Histon handeln muss. 
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Aus  de r  d e p r o t e i n i s i e r t e n  L 6 s u n g  e r h i e l t  m a n  die 
Nuk le in sAure  d u r c h  FAllen  m i t  A l k o h o l  u n d  r e in ig t e  
d u r c h  m e h r m a l i g e s  Umf~ l l en .  Die  ge re in ig t e  N u k l e i n -  
s a u t e  e n t h i e l t  15 ,95% N u n d  6 ,8% P u n d  g a b  e ine  posi-  
t i v e  R e a k t i o n  au f  D e s o x y p e n t o s e n L  Die  L 6 s u n g  zeigte  
e ine  s t a r k e  L i c h t a b s o r p t i o n  i m  U l t r a v i o l e t t  (Max. bei  
260 m/~) (Abb .  1). 
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Abb. 1. Ultraviolettspektrum der gereinigten Nukleins~iure yon 
S. ballerup. Konzcntration 1 rag% in destilliertem "~Vasser bei pH 7. 

I m m u n e  Se ra  w u r d e n  d u r c h  a n f a n g s  s n b k u t a n e  u n d  
sp i i t e r  i n t r a v e n 6 s e  I n j e k t i o n e n  y o n  i n s g e s a m t  4 - 8  m g  
S u b s t a n z  in 10-12  D o s e n  a n  K a n i n c h e n  g e w o n n e n .  Die  
D a u e r  de r  I m m u n i s i e r u n g  w a r  au f  3 - 4  W o c h e n  b e m e s -  
sen .  Als Verg le i ch  d i e n t e n  Sera,  die d u t c h  I m m u n i s i e -  
r u n g  y o n  K a n i n c h e n  m i t  a z e t o n t r o c k e n e n  B a k t e r i e n  
e r h a l t e n  w u r d e n .  Die  q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  de r  
A g g l u t i n i n e  w u r d e  n a c h  d e m  V e r f a h r e n  y o n  HEIDEL- 
BERGER u n d  KABAT 2 ausgef f ih r t ,  i n d e m  m a n  1 c m  3 

mg N 

S e r u m  m i t  s t e i g e n d e n  M e n g e n  e i n e r  s t a n d a r d i s i e r t e n  
S u s p e n s i o n  y o n  S. baUerup a g g l u t i n i e r t e ,  b i s  f a s t  al le  
A n t i k 6 r p e r  a n  die z u s a m m e n  g e b a l l t e n  B a k t e r i e n  g e b u n -  
den  w a r e n .  D e r  A g g l u t i n i n - S t i c k s t o f f  w u r d c  d a n n  aus  
de r  Di f fe renz  i m  S t i c k s t o f f g e h a l t e  e r m i t t e l t .  E s  ze ig te  
s ich h i e r b e i  (siehe A b b .  2), dass  dic N u k l e i n s ~ u r e  die 
schwAchs te  u n d  das  i n t a k t e  N u k l e o p r o t e i d  die s tArkste  
a n t i g e n e  W i r k u n g  u n t e r  den  S t i c k s t o f f v e r b i n d u n g e n  
bes i t zen .  SEVAG u n d  M i t a r b e i t e r  1 e r h i e l t e n  d u r c h  Spal-  
t u n g  v o n  N u k l e o p r o t e i d e n  aus  h A m o l y t i s c h e n  S t r e p t o -  
k o k k e n  ebenfa l l s  Nuk le insAuren ,  die bei  de r  I m m u n i -  
s i e r u n g  A n t i k S r p e r  e rzeugen .  Das  v o m  N u k l e o p r o t e i d  
a b g e s p a l t e n e  P r o t e i n  b e s i t z t  e ine  m i t t l e r e  A k t i v i t ~ t .  Die  
a n t i g e n e  Vvqrkung des  N u k l e o p r o t e i d s  w i rd  d e m n a c h  
a u f  e i n e r  Z u s a m m e n w i r k u n g  d e r  Nukleins~Lure u n d  de r  
P r o t e i n k o m p o n e n t e  b e r u h e n .  Das  A g g l u t i n i n b i l d u n g s -  
v e r m 6 g e n  des  N u k t e o p r o t e i d s  w i rd  i m m e r h i n  y o n  d e r  
W i r k u n g  d e r  g a n z e n  B a k t e r i e n  s t a r k  i i be r t ro f f en ,  was  
w a h r s c h e i n l i c h  e ine  Folge  des  a n w e s e n d e n  s o m a t i s c h e n  
A n t i g e n s  sein k 6 n n t e .  GUREVlTCH u n d  EPHRATI ~ u n t e r -  
s u c h t e n  q u a n t i t a t i v  die B i l d u n g  de r  A g g l u t i n i n e  be i  den  
K a n i n c h e n ,  die m i t  d e m  O - A n t i g e n  aus  T y p h u s b a k t e r i c n  
i m m u n i s i e r t  w u r d e n ,  f a n d e n  aber ,  dass  diese n u r  0,15 bis  
0,17 m g  N au f  1 c m  s S e r u m  b e t r a g e n .  

S. ~MELIK 

Zentralhygienisches lnstitut Zagreb, Jugoslawien, den 
9. Mai 7955. 

Summary 

T h e  a u t h o r  h a s  e x a m i n e d  t h e  a g g l u t i n o g e n i c  p r o p e r t y  
of n u c l e o p r o t e i n  a n d  i t s  c o m p o n e n t s ,  t h e  nuc le ic  ac id  
a n d  p r o t e i n s  f r o m  S. balterup. T h e  n u c l e o p r o t e i n  was  
o b t a i n e d  b y  t h e  e x t r a c t i o n  of f resh  b a c t e r i a  de s in t e -  
g r a t e d  b y  m e a n s  of glass p o w d e r  a t  p H  8.4 a n d  prec i -  
p i t a t e d  w i t h  ace t ic  ac id  a t  p H  4.6, a n d  i ts  c o m p o n e n t s  
b y  s p l i t t i n g  t h e  n u c l e o p r o t e i n  w i t h  0-5 % s o d i u m  car-  
b o n a t e  a t  p H  5.5. T h e  p r o t e i n  c o m p o n e n t  was  s e p a r a t e d  
f r o m  t h e  nuc le ic  ac id  b y  f o r m i n g  a c h l o r o f o r m - p r o t e i n g e l .  
The  p r o t e i n  c o m p o n e n t  was  s u b m i t t e d  to  a f u r t h e r  pur i f i -  
c a t i o n  b y  d i s so lv ing  a t  p H  7 a n d  p r e c i p i t a t i n g  a t  p H  5.5. 
R a b b i t s  to  w h o m  4 - 8  m g  of t h e  s u b s t a n c e  were  g iven  
in  10-12  doses  were  used  for  t h e  i m m u n i z a t i o n .  T h e  
a g g l u t i n i n s  were  d e t e r m i n e d  b y  HEIDELBERGER' a n d  
KABAT'S q u a n t i t a t i v e  m e t h o d  w i t h  a S. ballerup s u s p e n -  
s ion.  T h e  m a x i m u m  q u a n t i t y  of a g g l u t i n i n  is s h o w n  in 
m g  n i t r o g e n  p e r  1 c m  3 of s e r u m .  I n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  
r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h e  i m m u n i z a t i o n  w i t h  who le  ge rms ,  
i t  fo l lows t h a t ,  b y  m e a n s  of n i t r o g e n  c o m p o u n d s ,  t h e  
n u c l e o p r o t e i n  h a s  t h e  m o s t  s u b s t a n t i a l  a g g l u t i n o g e n i c  
effect ,  a n d  t h e  nuc le ic  ac id  t h e  poo re s t  one.  
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A ~ C D 

Abb. 2. Antik~Srperbildung durch verschiedene Proteinfraktionen 
yon S. batlerup in Milligramln Agglutinin-N ausgedrfickt. A Nu- 
tdeinsiiure, B Nukleoh]ston, C Nukleoproteid, D gauze Bakterien. 

Die Werte der Kolonnen sind Mittelwerte yon je 4 Versuchen. 
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