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Preliminary Notes 
- -  ii i i i i - 

Etude ~lectrophor6tique des antig~r~s de la transpisntation 

Les antig~nes de la transplantation se pr~sentent habituellement sous forme de 
pr6parations opalescentes dont ils peuvent 8tre s6par6s par centrifugation ~ grande 
vitesse 1,~. Cependant, B I L L I N G H A M ,  B R E N T  ET M E D A W A R  d'une part  1, O I ' H ' E T  

CASTERMANS,  d'autre part  3, ont indiqu6 des proc6d6s permettant  de solubiliser les 
antig~nes de la transplantation. Le pouvoir antig6nique de ces pr6parations est 
toutefois tr~s instable. Le but de la pr~sente 6tude a 6t6 d'obtenir la s6paration de 
fractions antig6niques so]ubles par 61ectrophor~se sur papier de verre (Hurlbut 
no. 934 - AH). 

Trois types de pr6parations antig6niques ont 6t6 soumis ~ l'61ectrophor~se: 
(a) l 'extrait  en NaC1 o.15 M, citrate sodique o.oi M, pH 7',3; (b) la pr6paration 
obtenue par salting out au sulfate ammonique k 50 ~o de saturation, de la pr6paration 
A s, ~; (c) l 'extrait  obtenu par g61ification des cellules en eau distill6e suivant BILLING- 
HAM, BRENT ET MEDAWAR 1. Dans tous le s  cas le mat6riel de d6part consistait en 
cellules spl6niques et thymiques de souris de souches Albino Swiss et C57 BL. Le test 
d'antig6nicit6 a consist6 en l'61imination acc616r6e des greffes cutan6es transplant~es 
sur des animaux sensibilis6s par l'antig~ne pr6sum6 *. Les 61ectrophor~ses ont 6t6 
r6alis6es au moyen d'une cellule SPINCO C.P., permettant  de recueillir 16 fractions 
(tampon Na2HPO 4 o.oi M, pH 7.5; r6frig6ration $ o°; op6ration 8 ~t IO h; voltage 
constant 5ooV et intensit6 oscillant aux environs de 50 mA). L'amidoschwartz a 
6t6 utilis6 pour la coloration sur papier des prot6ines, et le Schiff pour la coloration 
des glycoprot6ines. Les acides nucl6iques ont 6t6 d6cel6s au moyen de la lampe 
Mineralight, S.L. 2537. Des dosages colorim6triques ont ~t6 r6alis6s par les m6thodes 
suivantes" (I) FOLIN-CIOCALTEU 4 pour les prot~ines; (2) BI.~L ~ pour I 'ARN; (3) H~SO4- 
orcinol 6 pour les hexoses. 

L'6lectrophor~se des trois pr6parations A, B, et C a donn6 des r6sultats fort 
comparables. Au cours de l'exp6rience, apparait  une traln6e verticale de coloration 
beige. Son intensit6, maximum au point d'alimentation, se r6duit progressivement 
vers le bas, mais atteint n6anmoins le bord inf6rieur du papier dans la plupart des 
cas. Elle est constitu6e de mati~re insoluble qui est recueillie dans le tube imm6diate- 
ment sous-jacent. Dans un cas, toute trace de mati~re insoluble a disparu avant  le 
bord inf6rieur du papier, ce qui sugg~re que la totalit6 de la mati~re mise en exp6rience 
a 6t6 dissoci~e et solubilis6e par le champ 61ectrique. L'activit6 antig6nique a 6t6 
retrouv6e : I ° - d a n s  la fraction insoluble, recueillie k la verticale du point d'alimenta- 
tion, dans les cas de solubilisation partielle; 2 ° - d a n s  les fractions recueillies entre 
15 et 23 cm de la perpendiculaire du point d'alimentation, du c6t6 de la cathode, 
dans tous le s  cas. L'analyse 616mentaire de toutes les fractions solubles actives a 
donn6 des r6sultats identiques; prot6ines, 85%; ARN, 12%; galactose-manose 
2-3 %. Les doses injeet6es, donnant une r6ponse positive, ont 6t6 de l 'ordre de 
60 k 15o/~g de N par souris. Mais ces chiffres ne peuvent pr6juger du seuil d'activit6 
de ces fractions solubles. 

A b b r 6 v i a t i o n s :  A R N ,  a c i d e  r i bonuc l6 i c lue ;  A D N ,  a c i d e  d e o x y r i b o n u c l 6 i q u e .  
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L'61ectrophor~se permet donc d'obtenir des fractions solubles dou6es de pouvoir 
antig6nique. Sauf dans un cas, la solubilisation du mat6riel antig6nique de d6part 
n 'a  toutefois 6t6 que partielle. L'analyse chimique des fractions solubles actives est 
superposable k celle des fractions obtenues par chromatographie sur phosphate 
calcique par OTH ET CASTERMANS S. Ces faits sugg~rent que le pouvoir antig6nique 
pourrait ~tre support6 par une glycoprot6ine, dont la forte charge positive explique- 
iait les caract~res particuliers de solubilit~ et peut 8tre aussi l'affinit6 pour I 'ARN 
(ou I 'ADN 7 dans certains cas). 

Ce travail a 6t6 r6a]is6 avec l'assistance technique de Melles C. HENIN et 
M. PROTIN.  

1 I~.. E .  BILLINGHAM, L. BRENT AND P. B. MEDAWAR, Transpl. Bull., 5 (1958) 377. 
2 A. CASTERMANS AND A. OTH, Nature, 184 (1959) 1224. 
s A. OTH AND A. CASTERMANS, Transpl, Bull., 6 (1959) 418. 
4 0 .  I-I. LOWRY, N. J. lC{OSEBROUGH, A. L. FARR AND R. J.  RANDALL, J. Biol. Ghem., 193 (1951) 265. 
5 Z. DISCHE, in E.  CHARGAFF AND J. N. DAVIDSON, The Nucleic Acids, Academic  Press ,  New York,  

1953. 
s R.  J. WINZLER, in D. GLICK, Methods o] Biochemical Analysis, In te r sc ience  Publ . ,  New York,  1955. 
? R.  E.  BILLINGHAM, L. BRENT AND P. B. MEDAWAR, Nature, 178 (1956) 514 . 

Laboratoire de la Clinique Chirurgicale, Universit~ de Liege et 
Fonds National de la Recherche Scientifique (Belgique) 

ANDR]~ CASTERMANS 

Received July  i6th, 196o 
Biochim. Biophys. Acta, 423 (196o) 136-137 

Elimination by the urine of orotic acid and orotidine in man after 
application of 6-azauracil 

The principal pathway of biosynthesis of the pyrimidine components of nucleic 
acids can be characterized by the sequence of the intermediates: 

a spa r t i c  acid ~ ure idosucc in ic  acid - -+  d ihydrooro t ic  acid ---+ 
orotic ac id  - -+  oro t idyl ic  ac id  ~ ur idyl ic  acid,  

the key positions being occupied by derivatives of orotic acidZ, 2. Their isolation 
from biological material, however, is quite complicated. Orotic acid s and later even 
dephosphorylated orotidylic acid, orotidine 4, have been isolated only from some 
mutants  of Neurospora crassa, deficient with respect to decarboxylase of orotidylic 
acid. The older detection of orotic acid in milk can be considered nowadays rather as 
a curiosity 5. 

New possibilities were provided by the application of 6-azauracil which--as  
was found subsequently--is  transformed to 6-azauracilriboside 5'-phosphatee, 7 and 
as a such inhibits the decarboxylase of orotidylic acid 8. Inhibition of Escherichia coli 
cultures by 6-azauracil resulted in an accumulation of orotic acid e or - -wi th  some 
strains--of  orotidylic acid 9 in the medium. At the same time, it was established that  
orotic acid and orotidine are eliminated en masse by the urine of normal and tumour- 
beating mice treated with 6-azauracil or with its riboside 7, zo, which served actually 
as the first direct proof of existence of a similar type of compounds in higher animals. 
Later, the compounds were identified even in acid extracts of tumours of animals 
which were treated with 6-azauracilriboside n. The present communication contains 
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