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Results and discussion. The results obtained are 
presented in the figure. One may  see tha t  incorporation 
of the different amino acids used is similar. Very l i t t le 
radioactivity is present in the first hour after the amino 
acid injection and the max imum occurs between 2 and 
4 h. The incorporation of alanine and glycine presents 
its maximum around 2 ~  h, while for histidine this 
maximum is around 4 h. The maximal  incorporation of 
methionine and phenylalanine is between those two 
values, i.e. 3 ~ h. No significance can be a t t r ibuted to 
these differences in t ime owing to the var iabi l i ty  ob- 
served from animal  to animal,  as already described in 
the experiment  with glycine x. 

I t  is difficult to compare the results regarding the 
specific ac t iv i ty  of the samples of pancreatic juice 
proteins obtained with the different amino acids in- 
jected. Although the same amount  of #C was injected in 
all animals, only half of this ac t iv i ty  is available to the 
cell in the case of the DL-amino acids. Even  so, wide 
discrepancies are observed, probably due to the different 
content of the several amino acids and their  conversion 
products in the proteins studied. 

The data  above presented suggest tha t  the results and 
conclusions obtained working with glycine may  be ex- 
tended to the other  four amino acids, i.e. tha t  the rat  
pancreatic juice proteins are synthesized from the free 
amino acids of the blood. 

HANNA A. ROTHSCHILD, G. C. HIRSCH a, 
and L. C. U. JUNQUEIRA 

Laboratory for Cell Physiology, Faculdade de Medicina, 
Universidade de Sao Paulo, Brasil, November 19, 1956. 

Zusammen/assung 

Es wurde der zeitliche Verlauf des Einbaus radioakti- 
ver Aminos~uren (Phenylalanin-3-C 14, Alanin-l-C x*, 
Histidin-2-C x~ und Methionin-S 3~) in die Proteine des 
Pankreassaftes der Ra t t e  untersucht.  Ein Maximum des 
Einbaus kommt  zwischen der zweiten und vierten 
Stunde nach Injekt ion der AminosAuren vor, wiihrend 
in der ersten Stunde praktisch keine radioaktiven Pro- 
teine nachgewiesen werden konnten.  Die Ergebnisse 
werden verglichen mit  denen frfiher beschriebener Ver- 
suche mit  Glyzin-C 14. 

4 Permanent address: Zoologisches Institut, GSttingen. 

Versuche  z u r  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  T r e n n u n ~  
der i m  A u g e n s t i e l  v o n  Astacus astacus e n t h a l t e -  

n e n  m y o t r o p e n  Wirks to f fe  

Nachdem durch friihere Arbeiten erwiesen war, dass 
im Augenstiel des Flusskrebses (Astacus astacus) ein 
Wirkstoff gebildet wird, der die Bewegungen isolierter 
D/trine yon Insekten (Larven yon Tenebrio molitor) Iund 
Siiugern (Meerschweinchen und Kaninchen) z positiv 
myotrop beeinflusst, wurden Versuche unternommen,  
die aus dem Augenstiel  gewonnenen Ext rak te  durch 
Methoden der Papierchromatographie  zu reinigen. Die 

1 G. KOLLER, Verb. dtsch. ZooI. Ges., Tfibingen 1954, 18, 417 
(t95~). 

o H. KU~CEN, Verb. dtsch. Zool. Ges., Erlangen 1955, 19, 117 
0956). 

in diesem E x t r ak t  enthal tenen Substanzen sollten ge- 
trennt  werden, um nach M6glichkeit den Wirkstoff  zu 
isolieren und seine chemische Natur  n~her zu definieren. 

Zur Ext rak tbere i tung  wurden jeweils 2 Paar  Angen- 
stiele im Achatm6rser zerrieben, in 0,15 ml Aqua destil- 
lata aufgenommen und 15 min bei 2400 Touren zentri-  
fugiert. Von dem iiberstehenden E x t r a k t  wurden jeweils 
0,02 ml auf das Papier gebracht.  Der S ta r tpunk t  war  
3 cm vom unteren Rand eatfernt .  

Zur Entwicklung der Chromatogramme wurde auf- 
steigend in Rundzylindern von 38 cm lichter  HOhe und 
9 cm Durchmesser gearbeitet. Als die geeignetste Papier-  
sorte erwies sich S und S 2043 a G1. Als L6sungsmit te l  
diente ein Gemisch aus Butanol-Essigs~ure-Wasser 
8:5:2,  eine Abwandlung des sogenannten ,Pa t r idge-  
Gemisches ,,s. 

Nachdem die aufgebraehte L6sung gut  ge t rocknet  war, 
wurden die Chromatogramme 10-20 h in die Atmosph~.re 
des L6sungsmittels gebracht. Dann wurde entwickel t .  
Die Laufzeiten betrugen 16-72 h, die Laufs t recken 
15-30 cm. Die Chromatogramme wurden danach ge- 
trocknet und die einzetnen Flecke mit  Ninhydr in  (2% in 
95% Butanol + 5% 2n Essigs/iure) s ichtbar  gemacht .  

Es zeigten sich dann 6 Flecke, deren RF-Wer te  bei 
0,079, 0,112, 0,174, 0,207, 0,250 und 0,368 liegen. Der 
erste Fleck hat im Kern eine rosa F/irbung, die nach dem 
Rand zu violett  wird. Die fibrigen 5 Fleeke fltrben sich 
violet t  an. 

Nieht nachgewiesen werden konnten in den Chromato-  
grammen Zueker oder allgemein reduzierende Substan- 
zen (Reagenzien: 1% KMnO, + 2% Na~CO~ in w~ssriger 
L6sung, sowie 1% Anil inphtalat  in wassergesAttigtem 
Butanol), Adrenalin und Noradrenalin (Reagenz: 2% 
4-Dimethyl-aminobenzaldehyd in Butanol),  sowie Cho- 
lin und dessen Ester (Reagenz: 0,2% Dipikrylamin in 
Aceton-Wasser  1: 1). Auch freie Sulfhydri lgruppen 
konnten dutch Bespriihen mit  5% Ni t ropruss idnat r ium 
in 5% Essigs/iure, die mit  Ammoniumsulfa t  ges/~ttigt ist, 
und anschliessendes Einbringen in eine AtmosphEre von 
konzentriertem Ammoniak  nicht  festgestellt  werden. 
Freie Sulfhydrilgruppen fiirben sieh nach dieser Methode 
leuchtend rot, um spltter in eine bestltndige Blauf/ irbung 
iiberzugehen. 

Zur Prtifung der Wirksamkei t  der einzelnen Substan-  
zen wurden auf 7,5 cm breiten Papierstreifen 6 Chro- 
matogramme nebeneinander entwickelt.  Eines wurde 
abgetrennt  und mit  Ninhydrin sichtbar gemacht .  Nach 
diesem Lei tehromatogramm wurden aus den fibrigen 
5 Streifen die einzelnen Substanzen 24 h in n/lO Salz- 
slture eluiert. Die Eluate  wurden nach dieser Zeit auf  
dem Wasserbade abgedampft ,  die Salzsiture abgerauch t  
und die Riickstiinde in 1 ml Warmblut r inger  aufgenom- 
men. 

Diese Ext rak te  wurden am isolierten Meerschwein- 
chenileum untersucht.  Hierbei zeigte sich, dass der  
positiv myotrope Wirkstoff in Zone 1 lokalisiert ist. Das 
Elua t  dieser Zone ruff am isotierten Darm dieselben Be- 
wegungslinderungen hervor (Steigerung yon Tonus,  
Ampli tude und Frequenz) wie der rohe Augenstiel-  
ex t rakt  *. Die Eluate  aller anderen Zonen des Chromato-  
grammes waren ebenso wirkungslos wie die Elua te  der 
durchgefiihrten Blindversuehe. 

Es ist somit m6glieh, die myot rop  wirksame Phase 
von den anhaftenden Begleitstoffen zu t rennen und, 
wenigstens in LOsung, mit  dem isolierten Wirkstoff  zu 
arbeiten. 

a F. CRAfteR, Paplemhromatographie, 2. Aufl. {Verlag Chemie, 
Weinheim 1953). 
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Wie  F a r b w e c h s e l v e r s u c h e  m i t  de r  S a n d g a r n e l e  
(Crangon crangon) zeig ten ,  i s t  de r  g e f u n d e n e  p o s i t i v  m y o -  
t r o p e  ~¥ i rks to f f  m i t  d e m  F a r b w e c h s e l h o r m o n  d e r  Cru-  
s t a ceen  nicht i d e n t i s c h :  G a r n e l e n ,  die a n  weissen,  
s c h w a r z e n  u n d  m i t t e l h e l l e n  U n t e r g r u n d  a n g e p a s s t  wa-  
ren,  w u r d e n  E l u a t e  d e r  m y o t r o p  w i r k s a m e n  Zone  1 in-  
j i z ie r t .  Die  Tiere  z e i g t e n  ke ine  F a r b v e r ~ n d e r u n g e n .  

Z u m  Verg le i ch  w u r d e n  aus  A u g e n s t i e l e x t r a k t e n  v o n  
Crangon C h r o m a t o g r a m m e  u n t e r  d e n s e l b e n  B e d i n g u n -  
gen,  wie fi ir  Astacus b e s c h r i e b e n ,  en t w i cke l t ,  Diese  
C h r o m a t o g r a m m e  s ind  d e n j e n i g e n  y o n  Astacus gle ich  
ode r  z u m i n d e s t  s eh r  /~hnlich. Sie f~.rben s ich  m i t  den -  
s e lben  R e a g e n z i e n  in  g le i che r  Weise  an,  u n d  die S u b -  
s t a n z e n ,  d ie  be i  Astacus n i c h t  n a c h w e i s b a r  waren ,  wur -  
d e n  h i e r  ebenfa l l s  n i c h t  g e f u n d e n .  A u c h  die  R v - W e r t e  
d e r  e i n z e l n e n  Z o n e n  s c h e i n e n  bei  b e i d e n  A r t e n  f ibere in-  
z u s t i m m e n .  J e d o c h  i s t  die A n z a h l  de r  Ver suche ,  die m i t  
Crangon d u r c h g e f t i h r t  w e r d e n  k o n n t e n ,  zu ger ing,  u m  
h i e r  b i n d e n d e  A u s s a g e n  zu m a c h e n .  

U m  e inen  w e i t e r e n  E i n b l i c k  in  die c h e m i s c h e  N a t u r  
des  W i r k s t o f f e s  zu gewinnen ,  w u r d e n  E l u a t e  de r  Zone 1 
48 h in 5n  Salzs~Lure g e k o c h t  u n d  d a n n  in  e i n e m  2 d i m e n -  
s i ona l en  C h r o m a t o g r a m m  en t w i cke l t .  Es  w u r d e  h i e r b e i  
n a c h  d e r  M e t h o d e  v o n  ZAHN s v o r g e g a n g e n .  Dieses  
2 d i m e n s i o n a l e  C h r o m a t o g r a m m  zeigte  6 F lecke ,  d e r e n  
c h e m i s c h e  K o n s t i t u t i o n  n o c h  n i c h t  n ~ h e r  b e s t i m m t  
wurde .  J e d o c h  g e h t  a n s  d iesen  V e r s u c h e n  h e r v o r ,  da s s  
d e r  m y o t r o p  w i r k s a m e  B e s t a n d t e i l  des  A u g e n s t i e l -  
e x t r a k t e s  e ine  V e r b i n d u n g  ist ,  die aus  m e h r e r e n  A m i n o -  
s / iu ren  b e s t e h t .  E s  h a n d e l t  s ich  also h G c h s t w a h r s c h e i n -  
l ich  u m  ein  P e p t i d .  

Line ausffihrliche Bespreehung der Versuehe und ihrer Ergebnisse 
wird an anderer Stelle erfolgen. 

G. KOLLER u n d  H.  KUHNEN 

Zoologisches Ins/i/ut der Universittit des Saarlandes, 
Saarbriicken, den 79. Dezember 7956. 

Summary  

T h e  d e t e c t i o n  of t w o  m y o t r o p i c  s u b s t a n c e s  in  t h e  
e y e s t a l k  a n d  t h e  b r a i n  of t h e  c r a y f i s h  A stacus astacus a n d  
t h e  s h r i m p  Crangon crangon was desc r ibed  2. B o t h  s u b s t a n -  
ces h a v e  a n  a c t i o n  on  t h e  i so l a t ed  i l e u m  of t h e  g u i n e a  
pig. T h e  s u b s t a n c e  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  e y e s t a l k  has  a 
pos i t i ve  m y o t r o p i c  one,  t h e  s u b s t a n c e  e x t r a c t e d  f r o m  
t h e  b r a i n  a n  i n h i b i t i n g  one.  

F u r t h e r  a m e t h o d  is g i v e n  for  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  
p u r i f i c a t i o n  of t h e  p o s i t i v e  m y o t r o p i c  s u b s t a n c e  of t h e  
e y e s t a l k  b y  p a p e r - c h r o m a t o g r a p h y .  

Primary Cancer of the Liver in Rats 
after Subcutaneous  Implantat ion of Pellets of  

Progesterone and Testosterone Propionate 

T h e  o b j e c t  of t h i s  c o m m u n i c a t i o n  is to  r e p o r t  t h e  
d e v e l o p m e n t  of p r i m a r y  h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  of t h e  
l iver  in  c a s t r a t e d  f ema le  r a t s  i m p l a n t e d  s u b c u t a n e o u s l y  
w i t h  pe l le t s  of t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  a n d  p roges t e rone .  

D u r i n g  a r e c e n t  i n v e s t i g a t i o n  i n to  t h e  r e l a t i o n  of d ie t  
to  t h e  inc idence  of s p o n t a n e o u s  t u m o u r s  in  o u r  s t r a i n  
of r a t ,  t h e  ova r i e s  of aged  f ema le  r a t s ,  r e ce iv ing  a d ie t  
w h i c h  inc reased  s ign i f i c an t l y  t he  f r e q u e n c y  of u t e r i n e  

cancers ,  o f t en  c o n t a i n e d  la rge  c o r p o r a  lu tea ,  t h e  func t ion  
of w h i c h  was  n o t  r e f l e c t ed  b y  t h e  s t a t e  of t h e  v a g i n a  or 
u t e ru s .  I n  v i ew  of t h e  p r e s e n c e  of a la rge  i n t e r s t i t i a l  body 
on  t h e  o v a r y ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  c o r p o r a  l u t ea ,  i t  was 
s u s p e c t e d  t h a t  t h e  u t e r i n e  a n d  v a g i n a l  r e a c t i o n s  were 
t h e  c o n s e q u e n c e  in p a r t  of t h e  c o m b i n e d  effects  of 
v a r i a b l e  a m o u n t s  of p r o g e s t e r o n e  a n d  of a n d r o g e n .  The 
pos s ib i l i t y  was  t h e r e f o r e  e n t e r t a i n e d  t h a t  prolonged 
s t i m u l a t i o n  w i t h  p r o g e s t e r o n e  a n d  t e s t o s t e r o n e  m i g h t  in 
some  w a y  be  c a u s a l l y  r e l a t e d  to  t h e  i n c r e a s e d  incidence 
of u t e r i n e  c a n c e r  o b s e r v e d  in o u r  e x p e r i m e n t a l  rats. 
Acco rd ing ly ,  t h i s  p o s s i b i l i t y  was  t e s t e d  expe r imen ta l l y .  

A g r o u p  of 11, s ix -week  o ld  f e m a l e  ra t s ,  were  cas t r a t ed  
a n d  i m m e d i a t e l y  t h e r e a f t e r  i m p l a n t e d  s u b c u t a n e o u s l y  
w i t h  t w o  pel le ts ,  one  of p r o g e s t e r o n e  (8 to  10 mg) and 
one  of t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  (8 to  10 mg).  T h e  pellets 
were  p r e p a r e d  in a spec ia l  m o u l d  f rom t h e  pure ,  crystal-  
l ine  h o r m o n e s .  As soon  as  p a l p a t i o n  r e v e a l e d  a marked  
dec rease  in  t h e  size of e i t h e r  pel le t ,  a f u r t h e r  pe l l e t  was 
i m p l a n t e d  whi le  t h e  r a t  was  u n d e r  e t h e r  anaes thes ia .  
T h e s e  r a t s  r ece ived  t h e  s a m e  r a t i o n  as fed ou r  stock 
a n i m a l s  1. 

S i x  of t h e  r a t s  d ied  f r o m  v a r i o u s  causes  b e t w e e n  the 
l l 2 t h  a n d  543 r d  d a y s  of t h e  e x p e r i m e n t .  A p a r t  from 
r e p r o d u c i n g  t h e  u t e r i n e  a n d  v a g i n a l  p i c t u r e s  observed 
in  t h e  r a t s  u sed  for  t h e  d i e t a r y  e x p e r i m e n t s  men t ioned  
a b o v e ,  n o  n o t e w o r t h y  r e a c t i o n s  were  d e t e c t e d .  

I n  one  of  t h e  f ive  s u r v i v i n g  r a t s  a g r e a t l y  enlarged 
l iver  was  p a l p a t e d  on  t h e  6 9 6 t h  d a y  a f t e r  t h e  imp lan ta -  
t i o n  of t h e  pel le ts .  T h e  a n i m a l  was  k i l led  a n d  a large 
t u r n o u t  was  f o u n d  in t h e  lef t  m e d i a n  lobe  w i t h  mult iple  
s e c o n d a r y  n o d u l e s  in  t h e  o t h e r  lobes.  Histological  
e x a m i n a t i o n  disc losed t h e  t u m o u r  to  be  a p r i m a r y  liver 
c a n c e r  of t h e  h e p a t o c e l l u l a r ,  t r a b e c u l a r  v a r i e t y .  The 
m a i n  p o r t a l  ve in  in t h e  h i l u m  c o n t a i n e d  masses  of t umour  
cells a n d  t h i s  was  a p p a r e n t l y  r e s p o n s i b l e  for  widespread 
i n t r a h e p a t i c  d i s s e m i n a t i o n .  P a l p a t i o n  of t h e  abdomen  
of t h e  4 r e m a i n i n g  r a t s  d i sc losed  t h e  p r e s e n c e  of ano the r  
l ive r  t u r n o u t  in  one  r a t  w h i c h  p r o v e d  on  microscopic 
e x a m i n a t i o n  a lso  t o  b e  a n  h e p a t o c e l l u l a r  carc inoma,  
Macroscop iea l ly ,  t h i s  t u m o u r  was  2 c m  in  d i a m e t e r  and 
was  con f ined  to  t h e  lef t  l a t e r a l  lobe.  T h e  r e s t  of the 
l iver  a p p e a r e d  n o r m a l .  No t u m o u r s  were  f o u n d  at 
l a p a r o t o m y  in t h e  o t h e r  3 ra ts ,  w h i c h  a re  st i l l  a l ive.  

T h e  o c c u r r e n c e  of two  cases of p r i m a r y  l iver  cancer  in 
t h i s  sma l l  series of r a t s  is h i g h l y  s i g n i f i c a n t  for  t h e  follow- 
ing  r e a s o n s :  (a) CURTIS a n d  BULLOCK * f o u n d  only  1 
b e n i g n  ' h e p a t o m a '  in  2450 r a t s  s u r v e y e d  d u r i n g  their 
s t u d y  of t u r n o u t s ,  (b) in  1954 we ~ r e p o r t e d  o u r  fai lure  to 
p r o d u c e  l i ve r  c a n c e r  b y  m e t h o d s  o t h e r  t h a n  t hose  re- 
q u i r i n g  t h e  use  of ca r c inogens ,  d e s p i t e  t h e  f ac t  t h a t  we 
h a d  i n d u c e d  m a n y  va r i e t i e s  of l ive r  p a t h o l o g y  in several 
h u n d r e d s  of r a t s ;  (c) in  a spec ia l  s t u d y  of spon taneous ly -  
o c c u r r i n g  t u m o u r s  in  a p p r o x i m a t e l y  1500 r a t s  in  our 
c o l o n y  we d id  n o t  f i nd  a s ingle  case  of p r i m a r y  liver 
c ance r ;  (d) GUt~RIN 4 c o m m e n t e d  on  t h e  absence  of 
p r i m a r y  l ive r  c a n c e r  in  16,500 r a t s  i n v e s t i g a t e d .  

The  l iver  t u m o u r s  d e v e l o p i n g  in  o u r  h o r m o n e  t reated 
r a t s  were  n o t  p r e c e d e d  b y  cho lang io- f ib ros i s ,  necrosis  or 
c i r rhos is .  I~owever ,  f ibros is  d i d  o c c u r  b e t w e e n  and 
a r o u n d  t h e  l a rge  c a n c e r o u s  nodules .  In t h e  s a m e  way  as 
f ibros is  of t h e  l i ve r  c a n  b e  d i s s o c i a t e d  f r o m  a n  an teceden t  

1 J.  GILLMAN, C. GILBERT, and I. SPLICE, Cancer a, 494 (1953). 
2 F. D. CORTXS and M. R. BULLOCK, J. Cancer Res. 14, 1 (1930). 
3 j .  GILLMAN and C. GILBERT, Cancer 7, 1109 (195.i). 
4 1~. GUERIN, D. C,, Tumeurs Spontandes des Animaux de Labo- 

ratoire (AmGdGe Legrand 1954). 


