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Comparison between liver and blood catalase inhibition, in tumor-bearing and in tyrosine and denatured albumin injected mice, 
24 h after treatment 

Number 
of mice 

20 
10 
16 

10 
15 
10 

Treatment 
% inhibition 

of hepatic catalase 
activity 

Optical density of 
hemolysates at 575 mix E 

Catalase activity of 
hemolysates Ko 0.10 * 

none 
S. 180 of 10 days 
S. 180 of 17 days 
Tyrosine 5 mg 
Tyrosine 10 mg 
Denatured albumin 25 mg 

30 
49 
32 
40 
37 

0.487 :[: 0.024 
0.465 :t: 0.011 
0.512 ± 0.004 
0.520 ~ 0.015 
0.502 ± 0.006 
0.570 ± 0.010 

507 :t: 27 
475 ± 47 
550 ~ 42 
517 -4- 63 
555 :t= 57 
615 :j: 31 

Ko/E 

0.104 
0.103 
0.107 
0.099 
0.111 
0.120 

The subs t ances  t e s t ed  were :  ty ros ine  which  is ac t ive  
b o t h  i n  vitro ~ a n d  in  vivo ~ and  a d e n a t u r e d  a lbumin  
f rac t ion  f rom h u m a n  neoplas t ic  ascit ic fluid, which  is 
ac t ive  only  in  vivoS. The la t t e r  mater ia l ,  before  dena tu r -  
a t ion,  is ac t ive  also in  vitro, b u t  i t  loses th is  proper. ty when  
d e n a t u r e d  b y  t r e a t m e n t  w i th  acetic  acid a t  p H  4 for 1 h 
and  is subsequen t ly  p rec ip i t a t ed  wi th  acetone.  

Tyros ine  was  in jec ted  subcu t aneous ly  in 10 mg doses, 
in 1 ml, as a fine suspension,  ob ta ined  by  neut ra l iz ing  its 
acid solut ion.  

The  d e n a t u r e d  a lbumin  was  in jec ted  subcu taneous ly  in 
doses  of 25 mg, suspended  in 1 ml  of physiological  saline. 

Male a lbino mice of t he  s t ra in  IVB ( In s t i t u t  Curie, 
Par is)  of 18-22 g of weigh t  were  used. They  were killed 
24 h a f t e r  t h e  in jec t ion  b y  decap i t a t ion ,  and  the  b lood  
col lected in c i t r a t e d  physiological  saline. The  e r y t h r o c y t e s  
were  washed  twice  wi th  t he  s ame  solut ion and  twice  wi th  
plain saline. T h e y  were  t h e n  lysed wi th  4 ml of dis t i l led 
wa te r ,  b y  r e p e a t e d  freezing a n d  thawing .  Af te r  cent r i -  
fugat ion ,  t he  solu t ions  were  d i lu ted  to  an opt ica l  den s i t y  
of a p p r o x i m a t e l y  0.500, when  read  on a B e c k m a n  D U  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  575 m~.  1 ml  of th i s  solut ion was  
poured  in to  50 ml  of 0.01N HsOs a n d  ca ta lase  ac t iv i ty  
d e t e r m i n e d  by  the  m e t h o d  of YON EULER a n d  JOSEPH- 
SON °. The ca ta lase  ac t iv i ty  was  referred  to  the  hemo-  
globin con ten t ,  by  the  ra t io  Ko to the  opt ica l  dens i ty  a t  
575 m~x. The ac t iv i ty  of l iver ca ta lase  was also d e t e r m i n e d  
using 1 ml  of a h o m o g e n a t e  d i lu ted  wi th  p h o s p h a t e  buffer  
1/150 M, p H  6.8, to  h a v e  1 mg of fresh l iver/ml.  

As control ,  n o r m a l  h e a l t h y  mice, and  mice bear ing  
Sa rcoma  180, 10 and  17 days  a f te r  imp lan ta t ion ,  were  
used.  

As appear s  f rom the  Table,  the  e r y t h r o c y t e  ca ta lase  is 
no t  a f fec ted  e i ther  by  ty ros ine  or by  d e n a t u r e d  a lbumin ;  
on the  con t ra ry ,  the re  is a ma rked  decrease of l iver ca ta lase  
ac t iv i ty  for b o t h  t r e a t m e n t s .  The p ic ture  is there fore  
super imposab le  to  t h a t  g iven by  tumors .  

Appa ren t ly ,  ' t o x o h o r m o n e '  is no t  t he  on ly  mate r ia l  
ac t ing  like tumors ,  a n d  i t  is n o t  suff ic ient  to  observe  a 
depress ion  of l iver  ca ta lase ,  w i t h o u t  a co r re spond ing  
decrease  of e r y t h r o c y t e  cata lase ,  to  corre la te  t he  ac t i v i t y  
found  wi th  t h a t  of l iving tumors .  

Riassunto .  La t i ros ina  che inibisce i n  vivo l ' a t t i v i t k  
del la  ca ta las i  epa t ica  dei  top i  ed i n  vitro l ' a t t iv i tX della 
ca ta las i  cr is ta l l izzata ,  ed una  frazione di  a lbumine  de- 
n a t u r a t e  a t t i v a  sulla ca ta las i  solo i n  vivo, si sono di- 
m o s t r a t e  i na t t i ve  sulla cata las i  er i t roci tar ia .  
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I~tude 61ectrophor6tique concernant 
les prot6ines et les acides nucl6iques t issulaires  

a p r o p o s  de l ' inhibition de la canc6rogenbse 

L ' inh ib i t ion  de la canc6rogen~se pa r  a d mi n i s t r a t i on  
d ' i m p l a n t s  canc~reux passes  24 h sous la peau du lapin,  
a donn~ des r6sul ta ts  tr~s encou ragean t s  soi t  pour  le 
cancer  m a m m a i r e  des souris R I I I ,  soi t  pour  les souris A k R  
leuc6miques 1, enf in  ces m6mes  t echn iques  Iu ren t  appl i -  
qu6es au cancer  chez l ' homme.  

Nous  avons  analys6 a v a n t  e t  apr~s passage  sur  lapin les 
prot6 ines  e t  les acides nuct6iques de d ivers  t i ssus  de 
souris  e t  humains ,  n o r m a u x  et  canc6reux,  pour  m i e u x  
conna i t re  nos imp lan t s  n6oplast iques .  L ' i m p o r t a n c e  des  
acides nucl6iques dans  la canc6rogen~se es t  g6n6ra lement  
admise ;  n o t a m m e n t  LATARJET et  al. 2 son t  p a r v e n u s  it 
p rodui re  des cancers  mul t ip les  chez la souris pa r  adminis -  
t r a t i on  d 'ac ides  nucl6iques ex t ra i t s  de t issus  leuc6miques.  

Matdrie l  et mdthodes. Les analyses  61ectrophor~tiques ~ 
e t  immuno61ect rophor6t iques*  on t  6t6 effectu6es sur  lames  
de verre  g61os6es en milieu t a m p o n  v6ronal  (pH = 8,6; 
~x = 0,06; 6 volts /era) .  La  dur6e a 6t6 de 2 h pour  les 
prot6ines  (1 h pour  l ' immuno61ectrophorSse)  e t  de 30 min 
pour  les acides nucl6iques.  

Les analyses  61ectrophor6tiques des prot6ines  on t  6t6 
effectu6es soi t  d i r e c t e m e n t  sur  le t issu (0,5 A 2 mg), soi t  
apr~s ex t r ac t i on  5. + 4 ° (5 ~ 40 mg) pa r  un  t a m p o n  
p h o s p h a t e  0,02 M, p H  = 7,3 (colorat ion : Amidosschwarz) .  

Les acides nucl6iques ~ examin6s  6ga lement  apr~s 61ec- 
t rophor~se,  on t  6t6 ex t ra i t s  selon la m6 thode  de SCHUSTER 
e t  al. 6 sur  5 ~ 20 mg  de t issu frais (colorat ion:  v e r t  de  
me thy I -py ron ine ) .  Leu r  concen t r a t i on  a 6t6 appr6ci6e 
d 'apr~s  une  6chetle 6talon effectu6e avec un  acide nucl6ique 
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ex t r a i t  de la levure  (provenance  Mann Research  Lab. New- 
York) (Fig. I). Toutes  ces analyses  on t  6t6 faites dans des 
condi t ions  de concen t ra t ion  ident iques ,  soit  donc compa-  
rables ent re  elles 

Rdsultats. 1. Tissus de souris. Nous avons  examin6 les 
prot6ines et  les acides nucl6iques de tissus de souris nor- 
males,  A k R  (leuc6miques) et  d ' une  souris R I I I  ( tumeur  
mammai re ) .  Pour  chaque  an imal  nous avons  dtudid: le 
cceur, les muscles strids, les reins, la rate,  le foie, le thymus ,  
tes surr6nales, le cerveau ,  les ganglions l ympha t iques  et  
leucdmiques (souris AkR)  de m6me que  les tumeurs  m a m -  
maires  (souris R I I I ) .  

Toutes  les exp6riences on t  6t6 faites sur  des tissus non 
d6sanguinds. Nous  avons  cons ta t6  dans  t o u s l e s  tissus 
a v a n t  passage sur  lapin des f ract ions protdiques non 
d6cel6es dans  le s6rum de souris ; ces tissus t a n t  des souris 
normales  que  A k R  et  R I I I  ont  donn6 c o m p a r a t i v e m e n t  
dans  ces trois  groupes,  des images  tres proches. Apres 
passage,  il y a d iminu t ion  des prot6ines du type  tissulaire, 
l ' image se r app rochan t  de celle du s6rum de lapin, avec 
cependan t  en g6n6ral une f rac t ion a lbumin ique  16gbrement 
plus rapide.  

La  concen t ra t ion  des acides nucI6iques d6cel6s a v a n t  
passage a vari6 cons id6rablement  selon les tissus (Fig. 2). 

Aprgs passage de 24 h sur lapin les acides nucl6iques des 
t issus pr6sentent  des spots  d ' in tens i td  faible et  comparable ,  
ce qui  repr6sente  une forte d iminu t ion  de ceux-ci  dans  

mines e t  de ~,-globulines 
humaines .  Dans  le cas d ' u n  
g l ioblas tome nous avons  
constatd,  apr~s passage, 
une ligne immunodlec t ro-  
phor6t ique  dans la zone 
des pr6albumines.  

Les acides nucldiques 
ex t ra i t s  des divers  tissus 
examinds  on t  tous  donn6 
des spots  tr+s nets.  Apr~s 
passage sons ta peau  du 
lapin,  nous averts fa i t  les 
m6mes cons ta ta t ions  que  
pour  les tissus de souris. 
Dans un cas de ca rc inome 
du sein, la d iminu t ion  des 
acides nucldiques in i t i aux  
a 6t6 d ' env i ron  65% alors 
qu 'e l le  a 6td d ' env i ron  
90% pour .  un glioblas- 
tome.  

Les analyses  des tissus 
lyophilis6s a v a n t  e t  apr~s 
passage sur  lapin on t  
donnd des r6suttats  com- 
parables  aux  tissus frais. 
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les tissus riches a v a n t  passage (95% de per te  pour  les gan- 
glions leuc6miques AkR) .  Pa r  cen t re  il y a peu ou pas de 
per te  dans les tissus in i t i a lement  pauvres  en acides 
nucl6iques (Fig. 3). 

2. Tissus humains. Nous  avons  examin6 plusieurs 
types  de t issus humains  ndoplastiques.  Lots  de leur 
passage so.us la peau du lapin,  il y a d iminut ion  progressive 
des prot6ines humaines ,  celle-ci 6 tan t  fonct ion du t emps  
de passage, de Ia forme e t  de la t ex tu re  du tissu. Nous  
l ' avons  v6rifi6 pa r  immunodlectrophor~se,  mdthode  qui  
aprbs 24 h de passage d6celait  encore la prdsence d ' a lbu-  

Summary. Cancerous or leukotic t issue f ragments  
modif ied by  a 24 h subcutaneous  imp lan ta t ion  in the  
rabbi t ,  become capable  of favour ing  the  inh ib i t ion  of 
cancerogenesis.  

This  paper  is concerned wi th  the  s tudy  of prote ins  and 
nucleic acids of the  so- t rea ted  implants•  

Qu'il nous soit permis de remercier ici Madame Docteur GLARNER 
pour l'aide pr6cieuse qu'elle nous a apportde en pratiquant les 
passages sous la peau du lapin. 
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Bei trag  zur  Papierchromatol~raphie  
der Phyto~Jstrogene 

I m  Ansch luss  a n  die e r fo lgre ichen  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  
A r b e i t e n  yon  BosE  u n d  CHANDRAN 1 BIGGERS u n d  CUR- 
NOW 2, LYMAN e t  a t )  wird  in  de r  vo r l i egenden  Mi t t e i l ung  
die p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e  T r e n n u n g  yon  P h y t o 6 s t r o -  
genen  aus  P f l a n z e n e x t r a k t e n  beschr i eben .  

Das  P f i a n z e n m a t e r i a l  wurde  jeweils  m i t  96o/0 Alkohol  
e x t r a h i e r t ,  de r  Alkoho l  u n t e r  v e r m i n d e r t e m  D r u c k  ab-  
des t i l l i e r t  u n d  das  R e s i d u u m  in 1-2 ml  A z e t o n  gel6st.  Von 
dieser  L 0 s u n g  w u r d e n  P r o b e n  in F o r m  eines 2 m m  b r e i t e n  
u n d  4 cm l a n g e n  S t re i fens  au f  P a p i e r  W h a t m a n  Nr. 2 u n d  
4 au fge t r agen .  Als E n t w i c k l e r  wurde  eine Mischung  v o n  
2 Tei len  Chloroform,  1 Teil  k o n z e n t r i e r t e r  Essigs~ture u n d  
1 Teil  "Wasser b e n u t z t ,  u n d  zwar  in  zwei M o d i f i k a t i o n e n :  
I. u n t e r e  S ch i ch t  d ieser  Mischung ,  2. obe re  Schich t .  

Die C h r o m a t o g r a m m e  w u r d e n  l u f t g e t r o c k n e t  u n d  die 
Stoffe m i t  U V - L i c h t  u n d  0 ,1% F e r r i c h l o r i d - L 6 s u n g  nach -  
gewiesen.  Die 6s t rogene  A k t i v i t g t  der  nachgewie sen en  

Tabelle I 

Streifen [ Fluoreszenz Rf -'~Ver t Bemerkung 

t 
I 

II  
I I I  
IV 
V 

VI 
VII  

VII I  

rot 
hellblau 
blau 
dunkel  
grfin 
hellblau 
griinlichgelb 
gelb-grtin 

0,37 
0,49 
0,65 
0,76 
0,85 
0,94 
0,97 

ak t iv  

akt iv  
akt iv  
akt iv  

Tabelle I I 

% Zuwachs gegen 
Fluoreszenz mg Uterusgewich t Kontrolle 

rot 
blau 
hellblau 
griinlich-gelb 
Kontrolle 

3,7 ~ 0,35 
10,7 ~ 0,80 
13,00 4- 3,00 

6,50 4- 0,30 
3,80 4- 0,40 

+ 163% 
+ 242% 
+ 71°,o 

Stoffe k o n n t e  n a c h  v o r h e r i g e r  E x t r a k t i o n  m i t  M e t h a n o l  
an  in fan t i l en  M/ iuseweibchen  yon  6-8  g b e s t i m m t  werden  
(Method ik  der  B e s t i m m u n g  wie in de r  f r f iheren  A r b e i t :  
CHVRq4). 

Die u n t e r e  Sch i ch t  de r  E n t w i c k l e r m i s c h u n g  is t  f l i t  die 
T r e n n u n g  de r  Stoffe n i c h t  geeignet ,  d a  das  Ch lo rophy l l  
mi tge r i s sen  u n d  die Stoffe m a s k i e r t  werden .  Bei  de r  An-  
w e n d u n g  de r  o b e r e n  Sch i ch t  b l e i b t  d a s  Ch lo rophy l l  a m  
S t a r t  zurt ick,  was  eine g u t e  T r e n n u n g  d e r  a n w e s e n d e n  
Stoffe e rmbgl i ch t .  I m  U V - L i c h t  bei  A n w e n d u n g  v o n  
Koba l tg l a s f i l t e r  k 6 n n e n  m i n d e s t e n s  4, h b c h s t e n s  8 S t re i fen  
s i c h t b a r  werden ,  de ren  R f - W e r t e  in  de r  Tabel le  I an-  
gef t ih r t  s ind.  

Die E r g e b n i s s e  d e r  gepr i i f t en  b io tog ischen  Akt iv i t~ t t  
t ier  in d en  e inze lnen  S t re i fen  a n w e s e n d e n  Stoffe s ind de r  
Tabel le  I I  zu e n t n e h m e n :  

Es  e rg ib t  sich, dass  m a n  c h r o m a t o g r a p h i s c h  a u c h  solche 
S p u r e n  v o n  s e x u a l a k t i v e n  S tof fen  im P f l a n z e n m a t e r i a l  
nachwe i sen  k a n n ,  die sons t  in  ge re in ig ten  Auszf igen 
mi t t e l s  b io logischer  Tes t s  n i e h t  e r f a s s b a r  sind.  

Den  D e t e k t i o n s e r g e b n i s s e n  m i t  0 ,1% Fer r i ch lo r id -  
L 6 s u n g  nach ,  s ind die Stoffe in  d en  S t re i fen  m i t  Rf  0,95 
bis  0,97 w a h r s c h e i n l i c h  y o n  F l a v o n o i d e n - C h a r a k t e r .  Ob  
d e r  b lau  f luoresz ierende  Stof f  (Rf  0,49) m i t  d e m  Cumes t ro l  
i den t i s ch  ist, mt i ssen  s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h e  M e s s u n g e n  
b e a n t w o r t e n .  B e i m  he l lb lau  f luoresz ie renden  Stoff  (Rf  
0,85) n e h m e n  wir  an,  dass  es s ich u m  eine w a h r s c h e i n l i c h  
noch  u n b e k a n n t e  s e x u a l a k t i v e  S u b s t a n z  h a n d e l t ,  zu d e r e n  
n g h e r e r  C h a r a k t e r i s i e r u n g  Ver suche  im G a n g e  s ind.  

Rdsumd. Descr ip t ion  d ' u n e  m 6 t h o d e  c h r o m a t o g r a p h i q u e  
sur  p a p i e r  pou r  la  s @ a r a t i o n  des p h y t o e s t r o g ~ n e s  darts l e s  
e x t r a i t s  n o n  pur i f ies  de  p lan tes .  E n  u t i l i s a n t  la  couche  
sup~r ieure  d ' u n  m61ange de d e u x  p a r t s  de  eh lo ro fo rme ,  
d ' u n e  p a r t  d ' ac ide  ac6 t ique  e t  d ' u n e  p a r t  d ' e a u  disti l l6e,  
on a e x t r a i t  3 subs tances ,  qui,  soumises  au  t e s t  b io logique  
sur  des souris  infantr ies ,  se m o n t r ~ r e n t  estrog~nes.  

J .  CHU R~" 
Biologisches Institut der VeterinErmedizinischen Fakultiit, 
Brno (CSR), 30. Juni  7960. 
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Further  Studies  on the Influence of Chloride 
on the Renal  Tubular  R e a b s o r p t i o n  

of B icarbonate  in the D o g  

T h e  inf luence  of NaCl - induced  rises in  p l a s m a  ch lor ide  
c o n c e n t r a t i o n  (Pc1) on  t u b u l a r  b i c a r b o n a t e  r e a b s o r p t i o n  
was  s t u d i ed  d u r i n g  N a H C O  a load ing  1. in  n o r m a l  dogs,  
2. in  r e s p i r a t o r y  ac ido t ic  dogs  a n d  3. in dogs t r e a t e d  w i t h  
ace t azo l amide  1. T h e  d a t a  of these  e x p e r i m e n t s  were com- 
p a r e d  w i t h  t h e  resu l t s  p rev ious ly  o b t a i n e d  in th i s  l abora -  
t o r y  in n o r m o c h l o r e m i c  ~ a n d  in h y p o c h l o r e m i c  a-~ ani -  
mals .  

1 Diamox was generously supplied by the Lederle Laboratories. 
2 CH. TOUSSAINT and P. VEREERSTRAETEN, Exper. 16, 309 (1960). 
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14, 417 (t958). 
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15, 232 (1959). 
5 CH. TOUSSAINT~ .'~1. TERLERMAN, and P. VEREERSTRAETEN~ Exper. 

15,434 (1959). 


