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Activit6 biologique de la Gonadotropine urinaire de m4nopause sou- 
mise/t Faction de difffrents cnzymes 

Conditions Durfes d'incubation 
d'expfrienee I 6 h [ 24 h 

24 q- 4,5 
21,5 ~: 3 
19,5 ~ 1,5 
2s ± 8  

10,5 4- 2,5 
10,5 4- 3 
22 =k4,5 10 4- 1,5 
22 4-4 8 4-3,5 
18 =I=2,5 12:1=4,5  

24 4-5 14  -t-4,5 

Tgmoin 
Tdmoin pH 7,3 
Tgmoin pH 6,3 
Tdmoin pH 8 
T4moin pH 5,5 
T4moin pH 2 
Pepsine 
Trypsine 
Chymotrypsine 
Papaine 
Carboxypeptidase 
Gtucosidase 
RDE 

Oh I lh  

i21 :k 3 

26 ± 7 
23 ~ 5 
19 ~ 3 
9,5 :k 3,5 

21 =k 4 
10 ± 1,5 

L'activit6 est exprimfe en poids d'ut~rus de souris pour un 
poids de 0,01 mg d'horlnone in]eetfe. Le poids des ut~rus des 
animaux non injeetfs e~t de 5,5 mg :~: 1,5. 

Mdthodes. Le substrat 4taft une prfparat ion hormonale 
100 lois plus active que le standard HMG 24. 

Le test biologique 6taft celui de l 'augmentat ion du 
poids d 'u t f rus  chez la souris impub~re de 21 jours et de 
10-12 g ; une seule injection 4taft prat iqufe,  et les ani- 
maux 6taient sacrififs et  dissfqufs 72 h aprbs l ' injection ~. 
Cinq souris 6taient utilis~es pour chaque fchanti l lon 
doser. 

Les enzymes protfotyt iques et  la glucosidase 6taient des 
produits purs cristaltisfs (\Vorthington). La neuramini- 
dase 6taft une prfparat ion de ~Receptor Destroying En-  
zyme~ (Behringwerke). Chaque enzyme 6taft utilis6~son 
pH opt imum, en milieu t amponnf :  pH  7,3 pour trypsine, 
chymotrypsine et papaine, pII  2 pour la pepsine, pki 8 
pour la carboxypeptidase, pH 5,4 pour la glucosidase et 
pH 6,3 pour le RDE.  Le rapport  enzyme/substrat  6taft 
1/50. Les incubations f ta ient  effectufes ~ 37 ° sous toluene. 
Pour ehaque essai, une solution t fmoin  &hormone 6taft 
pr fparfe  clans les mfmes conditions, mais sans enzymes. 

Des quant i t fs  identiques (0,01 rag/par animal) d'hor- 
molle t fmoin  et d 'hormone ayant  subi Faction des enzymes 
f ta ient  injectfes, au bout des temps &incubation dfter-  
minfe. Ainsi pouvaient  ~tre mis en 4vidence le maintien 
ou la perte d 'act ivi t f ,  selon que les moyennes des poids 
d 'ut f rus  obtenus 4taient 6gales ou pr4sentaient une varia- 
tion significative. 

Rdsultats. Plusieurs sfries d 'expfriences ont  fit6 effec- 
tufes pour chaque enzyme (350 souris ont  ft~ utilisfes). 
Le tableau r4sume les r4sultats obtenus. 

Le poids d 'u t f rus  des animaux non inject4s est de 
5,5 :k 1,5 rag. L' injection de 0,01 mg d'hormo'ne non incu- 
bfe donne nn poids d 'u t f rus  de 21 :k 3 mg (moyenlle de 
50 animaux). 

Remarquons tout  d 'abord qu '~ pH  7,3, 8, 6,3 ou 5,4, 
l ' incubation de l 'hormone ~ 37 o, durant  24 h (durfe ma- 
x imum des temps &action des enzymes), n ' a  aucune ac- 
tion sur son activitf ,  lorsque les enzymes sent  absents. 
Au contra~re, A pH 2, une chute importante  est enregistrfe 
au bout de 6 h; cette perte d 'act ivi t6 du t fmoin  interdi t  
route 6rude de l 'action de la pepsine. 

La trypsine, la chymotrypsine, la papa~lle semblent ne 
pas avoir d 'action au bout de 6 h d'incubation, puisqu'au- 
cune modification significative du poids d 'ut f rus  n 'est  
enregistrfe. D'ailleurs, les essais effectu4s pour des temps 
intermfdiaires confirmaient ce rfsultat.  L ' incubation pro- 

long6e durant  24 h entratnait  une perte sensible de l 'acti- 
vit6; des essais suppMmentaires ont  permis, grace g Fin- 
jection de concentrations plus f levfes &hormone incubfe, 
de ehiffrer cette perte ~t environ 50% en 24 h. 

La carboxypeptidase a, au contrMre, une action tr~s 
rapide, puisqu'au bout  d 'une heure, on ne retrouve prati- 
quement  plus &augmentat ion du poids d'nt6rus, par 
rapport  £ l 'allimal non inject& 

La gonadotropine urinaire 6tallt une glycoprotfine, 
comme toutes les gonadotropines, il 4tait intfressallt  
d'fitudier 4galement Faction de certains enzymes gluei- 
dolytiques. Ainsi, la glucosidase, sans action, comme les 
endopeptidases utilisfes, durant  6 h, semble entralner 
une Ifgbre perte d ' ac t iv i t f  au bout  de 24 h. 

Quant  an RDE,  son action, comme celle de la carboxy- 
peptidase est tr~s rapide, puisqu'au bout  d 'une heure, la 
perte d 'aetivit6 est trbs nette. Ce rfsuttat,  li6 ~ la libfra- 
t ion des acides sialiques, est £ rapprocher de celui obtenu 
par la seule incubation ~ pH 2 : en effet, il est vraisembla- 
ble que la perte d 'act ivi t6 en milieu acide est due, au moins 
en partie, b. la rupture de la liaison labile des acides sia- 
liques avec la molfcule. 

En conclusion, les exopeptidases inact ivent  rapidement 
(1 h) cette hormone, tandis que les endopeptidases n 'on t  
aucune action significative sur l 'activit6 biologique pen- 
dant  les six premieres heures d'incubation. Ces rfsultats  
peuvent  ~tre opposfs h ceux obtenus pour l 'autre gona- 
dotropine urinaire, l 'hormone chorionique: en effet, cette 
gonadotropine perdait  envi ron  60% de son aet ivi t f  apr~s 
6 h &incubation par la trypsine, la chymotrypsine et la 
papaine, alors qu'elle rfsistai t  3 h ~ Faction de la carb- 
oxypeptidase 4. 

R. GoT et R. BOURRILLON 

Laboratoire de Chimie Mddivale, Facultd de ~Iddecine, 
Paris, le 73 juillet 1960. 

Summary 

The action of various proteolytic and glucidolytie 
enzymes on the biological potency of Human  Menopausal 
Gonadotropin was studied. Trypsin, chymotrypsin, pa- 
pain and glucosidase a t tack the gonadotropin only after 
6 h of digestion. Carboxypeptidase and R D E  produce a 
rapid inactivation. 

8 p. j .  CLARINGBOLD et D. R. LAMONO, J. Endocrinol 16, 86 
(1957). 

4 R. BOURRILLON, R, GOT et R. MARCY, Acta Endocrinol. 31, 553" 
(1959). 

I n  v i t r o  S t u d y  of  F e - C y s t i n e  C h e l a t e  Impl i ca ted  
in Fusar io se  Wilt of Cotton 

Cystine is reported to withhold iron from toxic principle 
(s) of host-parasite interaction, thus preventing toxin 
potentiation 1. This mechanism of chelation, involving 
cystine, iron, and one of the phytotoxil ls  (fusaric acid) 
implicated in cotton wilt has been investigated here in 
vitro. 

I am most grateful to Professor T. S. SADASXVAN for guidance and 
encouragement and to Dr. S. SURYANARAYANAN for valuable sug- 
gestions. I thank the University Grants Commission for the award 
of a Fellowship. 

1 K. LAKSHMINARAYANAN, Exper. 11, 388 (1955). - D. SU~A. 
~ANIAN, Doctoral Thesis, Univ. Madras ([956}. 
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Fig. 1. Retention of iron in solution as effected by cystine. 
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Fig. ~. Absorption spectra of A: cystinc; B: iron; C: cystine-iron. 
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Fig. 3. Absorption spectra of A: fusaric acid; B: fusaric acid-iron; 
C: fusaric acid-cystine-iron. 

Rf Values of Cystine, Iron, and Cystine-Irou 

Spray reagent 
used 

Iron Potassium 
ferrocyanide 

Cystine Ninhydrin 
Cystine- Potassium 
iron ferrocyanide 
Cystine- Ninhydrin 
iron 

N O .  
of Colour of 

spots spots RI 

1 Blue 0.380 

1 Purple 0.210 
1 Blue 0.389 

1 Purple 0.210 

Area of 
spots in 

InlTl  $ 

164 

194 
159 

196 

Colorimetry: I f  cystine and iron chelate, i t  ought to 
affect precipitation of iron hydroxide from an aqueous 
solution of ferric iron, as metals bound in chelate rings 
lose their ionic characteristics and are less subject to 
participation in chemical reactions. Therefore, increasing 
concentrations of cystine (50-900 sxg) were added to 
200 ~g aliquots of iron in aqueous ferric ammonium 
sulphate (pH 4-5), volume made up to 10 ml, left over- 
night, centrifuged, and supernatent analysed for iron 
spectrophotometrically in terms of intensity of colour with 
thioglycolic acid and a,a '-dipyridyt.  Figure 1 indicates 
t ha t  the amount  of iron detected in solution is directly 
proportional to the amount  of cystine added. 

Chromatography:  Ascending chromatograms were run, 
using cystine, iron, and cystine-iron combinations (with 
N-butanol  : HC1 : water  in the ratio 4:1 : 2, as solvent). 
The quant i ty  of cystine and iron spotted being constant, 
the 17I and area of spots developed by cystine and iron 
individually, correspond to those given by cystine-iron 
combinations (Table). 

Spectrophotometry as a technique for estimating 
chelates has been reported by HtLL-COTTINGHAM ~. Ab- 
sorption spectra of cystine, iron, and fusaric acid, and 
combinations of the three were studied. Results show tha t  
the spectral pat tern of cystine-iron combination is merely 
an additive one of the individual spectra of the two sub- 
stances (Figure 2). The spectrum of fusaric acid, however, 
is altered by the addition of iron, and this iron-fusaric acid 
spectrum remains uninfluenced by cystine (Figure 3). 

Discussion: The foregoing observations seem to rule out  
the possibility of a chelation between cystine and iron in 
vitro. If  chelation is involved, the consequent change in 
molecular configuration should result in an altered spectral 
pat tern and, indeed, spectral patterns (Figures 2 and 3) 
show no such alteration indicative of chelation. Chromato- 
graphic findings also seem to confirm the spectrophoto- 
metric results. However, the retention of iron in solution 
in the presence of cystine (Figure 1) may be due to the 
surface act ivi ty  of eystine, as similar instances are now 
well known ~. If  a labile hydrated complex is formed be- 
tween cystine and iron, i t  evidently does not affect the 
availabil i ty of iron for other reactions. 

The repercussions of the above findings in the context  
of Fusarium wilt of cotton seem far reaching. The applica- 
bility, however, of these in vitro findings to in  vivo studies 
remains to be investigated, 

S, MALINI 

University Botany Laboratory, Madras (India), June 27; 
1960. 

m. G. HILL-COTTINGIIAM, Nature 175, 347 (1955); Analyst so, 
906 (1955). 

M. MILO~E and G. CETINI, Ann. Chim., Rome 41, 326 (1951). - 
W. A. DELONO and M. SCH~ITZER, Soil Sci. Soe. Amer. Proc. 19, 860 
(19s5). 
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Zusammen/assung 

Die MSglichkeit  einer  Chela tb i tdung zwischen Cystin, 
l~usarins~ure und  Eisen in vitro wurde  untersucht .  W~h-  
rend  Fusarins~ure und Eisen einen s tabi len K o m p l e x  
bilden, erg~aben kolorimetr ische,  ch romatograph i sche  und  
spektropho±ometr ische U n t e r s u c h u n g e n  wenig  Anhal t s -  
punk te  fiir eine Chel ierung von  Cyst in  und Eisen.  

D e r  Einfluss yon A c e t y l c h o l i n  
auf die 4~Kalium-Abgabe postnataler, dener- 
vierter und reinnervierter Skeletmuskulatur 

Sowohl das denerv ie r te  wie auch  das embryona le  bzw. 
pos tna ta le  Ra t t enzwerehfe l l  sind f iberempfindl ich gegen- 
fiber Acety lchol in  (ACh). Dies l~isst s ich du tch  die Aus- 
b i ldung einer A C h - K o n t r a k t u r  (am denerv ie r ten  Muskel  
MUSCHOLL und LULLMANN 1, a m  embryona len  Muskel  
I~0CKERT~) und du t ch  Messung d e s  Membranpo ten t i a l s  
(LULLMANN und  PRACHTa, AXELSSON und  THESLEFF 4, 
DIAMOND und  MILEDI ~) demonstr ieren.  Die Depolar isa-  
t ion des denerv ie r ten  Skele tmuskels  durch  ACh wird 
durch  eine Zunahme  der  Ionenpermeabi l i t~i t  ve rursach t ,  
die un t e r  ande rem auch fiir Ka l iumionen  gil t  (KLAuS, 
KUSCHINSKY,. LOLLMANN und  MUSCHOLL~), W i r  pr i i f ten 
je tz t ,  ob  die S te igerung der  ~*K-Abgabe du t ch  ACh auch  
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Die 42K-Abgabe (%[min) am postnatalen (4 Tage nach der Geburt), 
normalen, denervierten (9 Tage nach Denervation) und reinnervier- 
ten (~1 W6chen nach Denervation) Rattenzwerchfell unter der Bin- 
wirkung yon Acetylcholin. Die Acetylcholinkonzentrationen sind 

in g]ml angegeben. 

a m  pos tna ta len  Skele tmuskel  des Warmbl f i t e r s  au f t r i t t  
und  ob der re innerv ie r te  Muskel  sich wieder  wie ein normal -  
innerv ie r te r  Muskel  verh~klt. Mi t  der  an anderer  Stelle aus- 
ft ihrlich darges te l l ten  M e t h o d e  (KIzAVs, LOLLMANN und  
]VIUSCHOLL 7) wurde  die Ak t iv i t~ t  des m i t  4~K aufgelade-  
nen  Muskels und  die v o n  d e m  Muskel  abgegebene 4~K- 
Menge for t laufend regis tr ier t .  W i r  benu tz t en  ffir unsere  
Versuche  Zwerchfel le  yon  R a t t e n  a m  3.-4. Tage  post 
uatum, Kont ro l lmuske ln  yon  100-120 g schweren  R a t t e n ,  
Zwerchfel le  8-12 Tage nach  ExhArese des N. phrenicus  
und  Muskeln,  die naeh  e twa  20 W o e h e n  re innerv ie r t  
waren.  

Die Versuchsresul ta te  sind jeweils durch  ein Beispiel  in 
der  Abbi ldung  dargestel l t .  Das pos tna ta le  Zwerchfel l  rea- 
giert  auf  Zusatz  yon  ACh m i t  e iner  Z u n a h m e  der  *2K- 
Abgabe.  Der  normale  Muskel  und  das  re innerv ie r te  
Zwerehfell  sind unempf indl ich  gegeni iber  ACh, wiihrend 
der  denervier te  Skele tmuskel  m i t  einer s t a rken  Zunahme  
der  42K-Abgabe reagier t .  Die ACh-Reak t ion  des Zwerch-  
fells 3 und 4 Tage nach der  Gebur t  ist  schw~cher  als die 
eines 7-14 T a g e  lang denerv ie r ten  Muskels u n t e r  gleichen 
Versuchsbedingungen.  Wie  DIAMOND nnd  MILEDI 5 zeigen 
konnten ,  sind zu diesem Ze i tpunk t  die endp la t t en fe rnen  
Muskelabschni t te  bere i ts  unempf ind l i ch  gegentiber  ACh 
geworden.  Somi t  wird  nur  ein Tei l  der  Muskelzel lober-  
fl~iche zur  ACh-Reak t ion  be ige t ragen  haben.  Das  rein- 
ne rv ie r te  Ra t tenzwerchfe l l  verh~l t  sich mi t  A u s n a h m e  
des his tologischen Querschni t tb i ldes  wie ein normale r  
Muskel  (KuscttlNSKY, LOLLMANN, HOEFKE land MU- 
SCHOLLS; Lt3LLMANN und  PRACHTa). ]~S ist  dahe r  auch  
n ich t  e rs taunhch,  dass der  re innerv ie r te  Ske le tmuske l  
keine Uberempf ind l i chke i t  gegeni iber  ACh bcsi tzt .  Die  
pos tna ta l e  Ausre i fung des Nervus  phrenicus  (PETERS und  
MUIR ~) und  der  Re innerva t ionsprozess  f i ihren also zu dem-  
selben Ergebn i s :  E i n e n g u n g  des ACh-empf indhchen  
Areals  auf  die Endp]a t tenreg ion .  

W,  KLAUS, H.  LULLMANN 
und E.  1V[USCI-IOLL 

Pharmakologisches Institut der Universitiit Mainz,  
I. August 1960. 

Summary 

The  loss of 42K f rom the  isolated ra t  d i aphragm into 
t he  ba th ing  solut ion is increased by  acetylchol ine,  (a) 3 to 
4 days  af ter  bir th,  (b) 7 to 14 days  a f te r  sect ioning of the  
phrenic  nerve.  The  4~K loss is n o t  a l te red  b y  ace ty l -  
choline in the  d i aph ragm of adu l t  ra t s  and  af te r  t h e  
denerva*ed d i aphragm has  become re innerva ted .  

1 I~. MUSCItOLL und H. L13LLMANN, Arch. exp. Path. Pharmak. 
zz*, ss 0955). 

2 w. R0CKERT, Arch. exp. Path. Pharmak. 150, 221 (1930). 
u H. LOLLMAN}L und W. PRAtttT, Exper. 13, 288 (1957). 
a j .  AXELSSON und S. THESLEFF, J. PhysioL 147, 178 (1959). 

J. DIAMOND und R. MILEDI, J. Physiol. 149, 50 P. (1959). 
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Med. exp. 1, 8 (1959). 
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Anat. Anz. 10a, 116 (1956). 
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