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Experimental. Eggs  of _Paracentrotus lividus were 
washed severa l  t imes  wi th  sea water ,  made  up to  an exac t  
volume and t h e n  d iv ided  into  two equal  portions,  one of 
which was fert i l ized and col lected 5 rain af ter  the  beginn- 
ing of the  e leva t ion  of the  fer t i l iza t ion m e m b r a n e  while 
the o ther  one was processed unfer t i l ized.  The  je l ly  coa t  
wa,  r emoved  b y  the  usual  t r e a t m e n t  w i th  acidified 
(pH 5-0) sea water ,  t he  eggs packed  b y  a quick  centr i -  
fugation and  t h e n  suspended and  homogenized  in cold 
10% TCA. Samples  were w i t h d r a w n  for the  de te rmina t ion  
of to ta l  n i t rogen  and  ca rbohydra tes  and  then  the  homo-  
genate was cent r i fuged  a t  12000 g in the  cold for 10 rain. 
The supe rna t an t  was col lected and  samples  t aken  for the  
determinat ion of to t a l  carbohydra tes .  The  TCA-soluble  
fraction was t h e n  shaken  3 to  5 t imes  wi th  an  equal  
volume of e ther  in a glass-stoppered cyl inder .  Af t e r  t he  
last shaking,  the  e ther  was w i t h d r a w n  and  the  wa te r  
phase wi th  the  f luffy layer  a t  i ts surface was decan ted  
to a centr i fuge tube  and left  ove rn igh t  in t he  refr igerator .  
Upon centr i fugat ion,  t he  f luffy layer  col lected a t  the  
surface: using a th in  s t e m m e d  p ipe t te  which  reached the  
bot tom of t he  tube  and b y  careful ly  regula t ing  the  suct ion 
of a water  p u m p  connec ted  to it, the  wa te r  phase  could 
be wi thdrawn a lmos t  entirely.  The  fluff  was then  sus- 
pended in 50 % alcohol  and  sed imented  by  cent r i fugut ion;  
this washing was repea ted  five t imes.  The  prec ip i ta te  was 
then washed  th ree  more  t imes  wi th  95% alcohol,  twice  
with 3 :1  a lcohol-ether ,  e ther-a lcohol  (3:1), e the r  and  
dried. 

For  the  p repa ra t ion  of t h e  a tcohot-precipi table  com-  
ponents,  two  vo lumes  of cold 95% e thano l  were  s lowly 
added, w i th  con t inua l  st irr ing,  to  one v o l u m e  of t he  TCA 
soluble f rac t ion  in a cent r i fuge  tube.  Af t e r  s t and ing  over-  
night in t he  refr igerator ,  t he  p rec ip i t a te  was centr i fuged,  
the supe rna t an t  p ipe t t ed  off, t h e  prec ip i ta te  resuspended 
in a small  a m o u n t  of 50% alcohol  and  t ransfer red  quan t i -  
ta t ively  to  a smal le r  t u b e  in which  i t  was washed  and 
dried as descr ibed above.  

For  the  ch roma tog raph ic  analysis  of carbohydra tes ,  the  
material  was hydro lyzed  in 0.5 N H~SOa a t  110°C for 
about  12 h and  the  hydro lysa te  neutra l ized,  desal ted  (by 
t r ea tment  w i th  IR- /3  4 and 1R-120 Amberl i tes)  dried, 
redissolved in a v e r y  small  a m o u n t  of wa te r  and chro- 
matographed on W h a t m a n  No. 1 paper .  The  ch romato -  
gram was i r r iga ted  for 24 h wi th  bu tanol -ace t ic  acid- 
water (3: 1:1) and  deve loped  wi th  an i l in -ph ta la te  (PAI~- 
TRIDGEa). F o r  t he  q u a n t i t a t i v e  de t e rmina t ion  of carbo- 
hydrates,  a known  a m o u n t  of mate r ia l  was hydro lyzed  
as indica ted  above  and the  hydro lysa te  was neutral ized,  
brought  to  v o l u m e  and  a l iquotes  were  used for t he  ana-  
lysis according to  P ~ K  and  Jom~soNa using glucose as 
a reference. The  an th rone  m e t h o d  (HEwlTT ~) has  been 
used in some cases. The  ch roma tog raph ic  analysis  of  the  
amino acids was done on  ma te r i a l  hydro lysed  w i t h  6 N 
HC1 and  desa l ted  b y  passage th rough  a Dowex-50  co lumn 
in the  acid  cycle.  The  two  d imens ional  pape r  ch romato-  
graphy was run  according  to  RED~IELDs. Glucosamine 
was de te rmined  according  to  GARDELL ~. Ni t rogen  was 
determined b y  Ness ler iza t ion af te r  combus t ion  and  phos- 
phorus according  to  ALLE~ S. 
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Riassunto 

Sba t t endo  con etere  la  f razione solubile  in ac ido t r ic loro-  
acetico di uova  vergin i  di Paracentrotus lividus si fo rma  
un precipi ta to  a l l ' in ter fac ie  t r a  e te re  e fuse acquosa .  
L 'anal is i  di ques to  prec ip i ta to  ha  d imos t r a to  che  si t r a t t a  
d i u n a  glicoproteina.  I1 prec ip i ta to  non si fo rma  da  e s t r a t t i  
di uova  fecondate.  

] ~ t u d e  i m m u n o l o g i q u e  

d e s  H a p t o g l o b i n e s  h u m a i n e s  i n d i v i d u e l l e s  

Les Haptoglobines  individueUes 1 se man i f e s t en t  dans  
le s6rum huma in  sous forme de trois  pheno types  pr inci -  
p a u x  (Hp 1-1, H p  2-2 e t  H p  2-1) co r respondan t  X deux  
t ypes  I et  I I  d 'haptoglobine ,  

Ceux-ci  on t  pu ~tre identifies ~ une  forme monom~re  
ou dim~re de l 'haptoglobine  ~ e t  p r6sen ten t  A l ' u l t r a -  
cen t r i fuga t ion  des constantes  de s6d imenta t ion  diff6- 
rentes  3. L '6 tude  immunologique  de  ces cons t i tuan t s  
(BEARN et  FRANKLIN s) pa r  les courbes de pr6c ip i ta t ion  
sp6cifique en t re  ant is6rums an t i -haptoglobine  de c h a q u e  
type  e t  ces haptoglobines  a conclu A une ident6  ant ig6-  
n ique  de ces const i tuants .  

Cet te  note  a pour  obje t  de rappor te r  les r6sul ta ts  de 
nos propres  exp6riences concernant  l ' f i tude an t ig6nique  
des types  d 'haptoglobine .  

Protocole expdrimental 

L'6 tude  du c o m p o r t e m e n t  immuno61ectrophor6t ique de 
chaque  type  de s6rum a 6t6 r6alis6e su ivan t  les modal i t6s  
d6crites pa r  GRABAR et  WILLIAMS 4, soft avec  un s~rum 
de eheval  ant i -s6rum huma in  total ,  soft avec  des s~rums 
de lapins pr6Mablement  immunis6s par  des s6rums hu-  
mains  de diff6rents types  (ant i -Hp 1-1, a n t i - H p  2-1,  
a n t i - H p  2-2). 

La  colorat ion sp6cifique du complexe  hap tog lob ine -  
h6moglobine dans les lignes de pr6cipi ta t ion  6taft  iMalis6e 
par  1~ techn ique  que  nous avons  d~crite avec  UmEI.  s. 

Enf iu ,  les exp6riences de double  diffusion en g61ose o n t  
dr6 r~alis6es, soft pa r  la m6thode  d'OucltTERLONY 6 soft p a r  
la  va r i an te  de KAMINSKIL 
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Rdsul ta ts  

A .  - Elec/rophor~se en gdlose et Immunodlectrophor~se.  
Apr&s 61ectrophor~se en g61ose, les complexes de type 
Hp 1-1 ont  une mobilit6 plus 61ev6e que ceux de type 
2-2, la position des complexes de type Hp 2-1 ~tunt inter- 
m6diaire entre les deux pr6c6dents. Les lignes de pr6ci- 
pi tat ion sp6cifiques entre les anticorps anti-huptoglobine 
et ces complexes traduisent encore plus net tement  ces 
diff6rences de mobilit6 6lectrophor6tique par l 'emplace- 
ment  de centre de l 'arc de courbure de la ligne de precipi- 
tat ion color6e ~ la benzidine (Fig. 1). Deux lignes donnent  
la r6action ~ la benzidine duns le s6rum humain  quelque 

2,2 

¢ ¢ 

2,1 

2,2 

0 
Fig. 1.--Immuno61ectrophor~se de s6rums humains de type Hp I-1, 
Hp 2-1 et Hp 2-2 additionn6s d'h6moglobine. Les lignes de pr6eipi- 
tation des complexes Hb[Hp sont r6v61~s par la r6action A la benzidine 

Des experiences r~alis~es sur 10 6chantiltons de sang de 
cordon montrent ,  non pus une absence totute d'hapto- 
globine, mais une ligne ~2 donnan t  une r6acfion fuible 
la benzidine, et uyant  une position analogue uux hapto- 
globines adultes de type Hp 1-1. 

Des exp6riences analogues ont  6t6 r6aIis6es, non pIus en 
tampon v6ronal de pH 8,2 mais en tampon phosphat~ de 
pH 7. Les s~rums de type Hp 2-1 et Hp 2-2 montrent 
une ligne de precipitation ~ double courbure deux lois 
plus ~tendue clue la ligne correspondant aux s6rums de 
type Hp 1-1. 

B .  - Double d i f f u s i o n  en gglose. Comme on peut  le voir 
sur la Figure 2u il est possible de d~nombrer, en plus de 
la ligne correspondant ~ l 'h6moglobine r6siduelle, deux 
lignes de precipitation colorubles par le r6actif £ lu benzi- 
dine duns les s6rums de types Hp 2-2 et Hp 2-1 et une 
seule ligne de pr6cipitution dans ies s~rums de type Hp i-1.  
La ligne unique de precipitation observ~e chez les sujets 
du type Hp 1-1 donne une r~action d'identit6 complete 
avec une des lignes des sujets de types Hp 2-1 et Hp 2-2 
(Fig. 2b). 

cheva/anti-serum lzumain 1 

Fig. ~.--Double diffusion en g~lose de sSrums de diff$rents types 
d'haptoglobine et d'un s6rum de cheval anti-s~rum humain (Institut 
Pasteur): a) M~thode d'OucttTERLO•Y; b) m~thode de KAVaNSI<V 

montrant l'identit$ antig~nique des trois types d'haptogloblne 

soit le groupe d'huptoglobine. Une ligne, de mobilit6 ~ ,  
correspond au complexe Hp/Hb,  Ia deuxi~me de mobilit6 
fix correspond h l'h6mogtobine r6siduelle entrain6e duns 
la pr6cipitation d 'une  fll globuline. 

Les sungs de cordon ne montrent  qu 'une  seule Iigne de 
p r~ ip i t a t ion  colorable ~ la benzidine. Cette ligne montre 
une identit~ untig~nique complete dans les 10 6chantillons 
de sungs de cordon examin6s. Par  rapport  aux lignes de 
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precipi tat ion donn6es pa r  les groupes de type  1-1, 2-1 
et 2-2, ce t te  ligne se si tue ent re  la ligne com mune  entre  
les H p  1 e t  les H p  2, et  la l igne suppl6menta i re  observ6e 
chez les suje ts  de t y p e  2-1 e t  2-2. 

C. - Expdriences d'dpuisements d'anti-sdrums de lapins 
anti-sdrums de dif]drents type d'haptoglobine. Des s6rums 
de lapins ant i -s6rum h u m a i n  de t y p e  H p  1 - i  6puis6s par  
du s~rum h u m a i n  de  t y p e  H p  2-2 ne donnen t  plus de 
r6action de pr6c ip i ta t ion  avec  aucun  s6rum des trois 
types. Inve r semen t ,  des s6rums de Iapins ant i -s6rum 
humain de type  H p  2-2 6puis6s pa r  du s6rum h u m a i n  de 
type H p  1-1 ne r6agissent  plus en  double  diffusion contre  
les s6rums des trois  types .  

Conclusion 

Comme BEARN et  FRANKLIN, nous pensons ~ la suite 
de ces exp6riences que  les t rois  types  d 'hap tog lob ine  on t  
une c o mmunau t6  ant ig6nique  indiscutable  comme en 
font foi la l igne de pr6c ip i ta t ion  c o m m u n e  aux  trois types  
de s6rum et  les exp6riences d '6pu isement  des anti-s6rums. 

On peu t  cependan t  soulever  l 'hypoth~se  d e v a n t  l 'exis- 
tence d 'une  deuxi~me ligne de pr6cipi ta t ion  dans les 
s6rums de t y p e  2-1 ou 2-2, soit  d ' une  diff6rence anti-  
g~nique par t ie l le  en t re  les complexes  de l 'haptoglobine  
dim~re e t  ceux  de l ' hap tog lob ine  monom~re,  soit  de l 'ex-  
t$riorisation de ph6nom~ne de diffusion dis t incts  entre 
deux par t ies  du m~me comptexe  (d6polym6risat ion par- 
tielle de l ' hap tog lob ine  dim~re).  

J. M. FINE et A. BATTISTINI 

Centre National de Translusion Sanguine, Paris et 
Clinique Pddiatrique de Parme (Italie), le 20 juillet 1959. 

Summary 

Immunologica l  s tudies of the  hap tog lob in-hemoglob in  
complexes of di f ferent  s e rum groups show different  mo- 
bility by  immuno-e lec t rophore t i c  technique,  and the  ant i -  
genic re la t ionship  of these  haptoglobins .  

Zur W i r k u n g s w e i s e  e in iger  Kata la se - Inh ib i toren  

Eine grosse Anzah l  von  Verb indungen  der  verschieden-  
artigsten S t r u k t u r  h e m m e n  die Kata lase .  Drei  anorga-  
nische Par t ike l  ze ichnen sich durch  besonders  hohe  Wirk-  
samkeit  aus:  CN- ,  N 3- und  S H -  L Von  d iesenVerbindun-  
gen ist  zugleich bekannt ,  dass sie im  Tierversuch  gegen 
harte S t rah lung  e inen gewissen Schutz  auszut iben ver-  
mSgen*. Aus  versch iedenen  Arbe i t en  s geh t  hervor ,  dass 
im Mechanismus der  chemischen  S t rah lenschu tzwi rkung  
die Kata lase  eine bedeu tende  Nolle  spielt.  Es  war  daher  
y o n  Interesse,  zu untersuchen ,  auf  we lchem Wege  die 
Ka t a l a se hemmung  du rch  C N - ,  N s-  und  S H -  zus tande 
kommt.  
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Die drei  e rw~hnten  Pa r t ike l  kbnnen  sich als s tarke  ein- 
z~hnige Komplex l iganden  bet~t igen,  Von K o m p l e x e n  des 
Ferrih~tmoglobins, das der  Ka ta la se  s t ruk ture l l  nahes teh t ,  
m i t  diesen L iganden  L s ind Stabi l i t i~ tskonstanten be- 
k a n n t  * (Tab.). 

Tabetle 
l 

L log K ] 5%ige Katalasehemmung t 
1 

CN- 
N s -  
S H -  
C N S -  
F -  
I m i d a z o l  

7,2 
5,1 
5,3 
2,5 
2,2 
2,6 

6-  10 -~ M 
4" 10 -7 M 
8 • 10 -6 M 
> 10 -x M 
> 10 -I M 
> 10 -z M 

Ein  Vergleich der  S tab i l i t~ t skons tan ten  mi t  der  Ligan-  
denkonzentra t ion,  die eine 50%ige H e m m u n g  hervorzu-  
rufen vermag,  legt  den Gedanken  nahe,  dass die H e m m - "  
reakt ion p r imer  durch  Bese tzung  einer  Koord ina t ions -  
stelle a m  zentralen Fe  der  Ka ta lase  zus tande  k o m m t .  
Es  wird dadurch  die Ausbi ldung des ak t iven  , c o m p o u n d  
I ,  5 verhinder t .  W e n n  dies der  Fal l  ist, dann  muss  - min-  
destens fiir kurze Zeit - ein reversibles Komplexb i ldungs-  
gleichgewicht  (1) existieren,  und durch  Zugabe gee igneter  
Part ikel ,  zum Beispiel Ag +, mfisste sich dieses Gleich- 
gewicht  wieder  nach links verschieben lassen (2), was not -  
wendigerweise zu einer  E n t h e m m u n g  der  Ka ta la se  fi ihrt .  

Kata lase  + L ~ - ~  [Kata lase  • L] g e h e m m t  (1) 

[Katalase  • L]  + Ag + -= ~- Ka ta lase  + A g L  + (2) 
e n t h e m m t  

U m  diesen Sachverha l t  fiir die L iganden  CN- ,  N s-  und  
S H -  zu iiberpriifen, bed ien ten  wir  uns ffir die Akt iv i t~ t s -  
bes t immungen  der  polarographischen Methode,  die zur  
Messung der  anf~inglichen hohen  ,~-Akt iv i t~ t~  der  K a t a -  
lase 6 besonders geeignet  ist. H20  2 zeigt  b e i - 1 , 1  Vol t  
eine Redukt ionsstufe ,  die q u a n t i t a t i v  gu t  auswer tba r  ist. 
Wir  bes t immten  die Stufenhbhe bei -- 2,0 Volt .  Bei  kon-  
s tan t  gehal tener  Spannung  l iefert  das Po l a rog ramm di- 
rek t  eine kont inuier l iche  H=O=-Konzentra t ions-Zei tkurve  
(Abb.). 
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