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Myocardial lesions in the rats A-K of the groups I-IV 

Group A B C D E I; G H 1 K Mean S.E, Statistical 
significance 

I, Diphtheria toxin 
(250 MLD[150 g) 1 I 0 0 0 t 0 o 0 1 0.4 0.16 

1I, Irradiation 1 1 1 0 1 I 1 0 2 2 1.0 0.20 0.02 < P < 0.05 

III, Irradiation and diphtheria 
toxin (250 MLD]150 g) 1 2 1 2 I 1 2 I 2 1 1.4 0.16 P < 0.001 

IV, Diphtheria toxin 
(1000 MLD/100 g) 1 1 3 2 3 2 3 2 3 1 2.1 0.28 P < 0.001 

d i p h t h e r i a l  t o x i n  u p o n  t he  m y o c a r d i u m .  I t  is f u r t h e r  
s h o w n  t h a t  c o n t i n u o u s  i r rad ia t ion ,  w h i c h  was p rev ious ly  
admin i s t e r ed ,  sensi t izes  t h e  ca rd iac  t i ssue  for inc idence  
of these  mi l i a ry  f ibre  necroses,  w h i c h  can,  u n d e r  such  
cond i t ions ,  be  el ic i ted b y  m u c h  sma l l e r  doses  of d iph-  
t h e r i a l  t ox in .  T h e  non-spec i f i c i ty  of these  lesions is f u r t h e r  
d o c u m e n t e d  b y  t he  o b s e r v a t i o n  of Zm)ANOV 9, who  h a s  
e s t ab l i shed  t h e  mi l i a ry  fuchs inophi l i c  f ibre  necroses  in 
cases of h y p e r t e n s i v e  disease,  regard less  of t h e  degree of 
c o r o n a r y  a therosc le ros i s  ~0 

Zusammen/assung. Grosse  G a b e n  v o n  D i p h t h e r i e t o x i n  
o h n e  v o r h e r g e h e n d e  c h r o n i s c h e  > , -St rahlung ru fen  viel-  
fache  k le ine  fuchs inoph i l e  N e k r o s e n  in den  F a s e r n  des 
M y o c a r d s  he rvo r .  E i n e  solche ch ron i sche  7 - S t r a h l u n g  sen- 
s ibi l i s ier t  dos  Myoca rd  gegen dos A u f f r e t e n  yon  N e k r o s e n  
v o m  se lben  T y p u s .  D a b e i  e rweisen  s ich k le ine  Dosen  yon  
D i p h t h e r i e t o x i n  als p a t h o g e n  v611ig aus re i chend ,  i n d e m  

sie k te ine  B r e n n p u n k t e  de r  S c h g d i g u n g  b i lden  u n d  H e r d e  
i n f a r k t o i d e r  N e k r o s e n  v e r s c h i e d e n e n  Ausmasses .  
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C a r a c t 6 r i s a t i o n  d e  l a  f l - g a l a c t o s i d a s e  d'Hel ix  
p o m a t i a  p a r  i m m u n o 6 1 e c t r o p h o r 6 s e  

Le  sue diges t i f  &Helix pomatia poss~de une  i m p o r t a n t e  
ac t iv i t6  h y d r o l y s a n t e  g l '6gard  du  lac tose  e t  des  ga lac to -  
sides s y n t h ~ t i q u e s  ~. I1 s e m b l a i t  done  i n t d r e s s a n t  de lui 
a p p l i q u e r  la m 6 t h o d e  de ca rac td r i s a t ion  des  e n z y m e s  pa r  
des  rdac t ions  sp6eif iqnes  apr~s  immuno61ec t rophor~se ,  
Min  de  d d n o m b r e r  e t  de  ca rac t6 r i se r  tes p ro t6 ines  respon-  
sables  de  ce t t e  ac t ion .  

Dons  une  exper ience  p rd l imina i re ,  le suc  d iges t i f  es t  
soumis  ~ u n e  dlect rophor~se  ~ p H  8,6 sur  cellogel ( t a m p o n  
v6 rona l  sodique,  # = 0,05, 90 min ,  20 V/cm,  + 4°C). 
L a  b a n d e  est  ensu i t e  p a r t a g 6 e  l o n g i t u d i n a l e m e n t :  une  
moi t i6  es t  colorde p a r  l ' a m i d o s c h w a r t z  (Figure  1), l ' a u t r e  
es t  d6coup6e en  s e g m e n t s  de  5 m m  de  largeur .  Apr~s  
d lu t ion  de c h a q u e  segmen t ,  l ' a c t iv i t6  h y d r o l y t i q u e  sur  le 
o -n i t rophdny l -~ -n -ga lac tos ide  (ONPG)  es t  dos6e selon la 
t e c h n i q u e  de CONCHIE e t  al. Z Si la complex i td  p ro td ique  
du  suc e n t r a t n e  une  m a u v a i s e  r6so lu t ion  d lec t rophor6-  
t ique ,  t ' a c t iv i td  e n z y m a t i q u e  se r 6 p a r t i t  c e p e n d a n t  en  
t ro i s  pies d i s t i n c t s :  F u n  migre  s e n s i b l e m e n t  c o m m e  les y- 
g lobul ines  du  sdrum,  u n  second plus  61ev6 au  n i v e a u  des  
=2-globulines et  u n  t rois i~me tr~s foible, de m i g r a t i o n  plus  
r ap ide  (Figure  l) .  

L ' O N P G  ne p e u t  6tre  util is6 p o u r  la c a r ac t d r i s a t i o n  
apr~s immuno-d lec t rophor6se ,  car  le n i t r o p h d n o l  l ibdrd 
apr~s  h y d r o l y s e  es t  soluble  e t  diffuse r a p i d e m e n t  "g t r a v e r s  
la g61ose. 
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Fig. 1. l 'lectrophor~se stir ae6tate de cellulose (pH 8,6) du sue digestif 
d'Helix pomatia, Rdvdlation des prot6ines par l'amido-schwartz et 
eourbe de rdpartition de l'activit6 sur I'ONPG aprbs 61eetrophorbse. 
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Au cont ra i re ,  le 5-bromo-4-chloro-3-ind61yl-/5-D-galacto- 
py ranos ide  3 es t  u n  s u b s t r a t  ch romog6n ique :  incolore  en 
solut ion,  il donne ,  apr+s ac t ion  d ' u n e  ga lac tos idase ,  u n  
p r o d u i t  de  r6ac t ion  insoluble  e t  color6 en  b leu  tu rquo ise .  
Ce s u b s t r a t a  6t6 util is6 p a r  PEARSON et  al. 4 pou r  localiser  
la ga lac tos idase  dans  les t issus.  

U n  i m m u n s 6 r u m  de l a p i n  an t i - suc  diges t i f  &Helix 
pomatia est  o b t e n u  p a r  la  m 6 t h o d e  s u i v a n t e :  ta premi+re  
semaine,  deux  in jec t ions  de suc dilu6 au  1/20 (env i ron  
10 m g  d ' azo te /ml )  avec  a d j u v a n t  de F r e u n d ,  puis,  pen-  
d a n t  t ro is  semaines ,  une  in j ec t ion  i n t r a m u s c u l a i r e  de  la  
mSme q u a n t i t 6  du  suc. a l t e r n a t i v a m e n t  d a n s  la  cuisse 
dro i te  et  dans  la cuisse gauche ,  qu inze  jours  de repos  pu is  
reprise  des  in jec t ions  i n t r a - m u s c u l a i r e s  a l t e rn6es  p e n d a n t  
deux  semaines .  

La  t e c h n i q u e  d ' immuno61ec t rophor~se  util is6e es t  celle 
de SCHEIDEGGER 5. Une  qu inza ine  de l ignes de p r6c ip i t a -  
, ions  a p p a r a i s s e n t  avec  le suc  t o t a l  (F igure  2a). P o u r  la  
ca rac t6 r i sa t ion  de  l ' enzyme ,  une  so lu t ion  du  s u b s , r a t  
ch romog6n ique  (0 ,00016M d a n s  le t a m p o n  ac6 ta te  0,1 M 
p H  5,3, 0 , 0 0 1 M  en  c h l o r h y d r a t e  de  spe rmid ine )  es t  
d6pos6e d a n s  la  rigole des  l ames  d ' immuno61ec t rophor~se  
lav6es p r 6 a l a b l e m e n t  d u r a n t  deux  jour s  apr6s  la  r6ac t ion  

+ 0 a 

i mmu n o l o g i q u e .  L a  r6ac t ion  e n z y m a t i q u e  s 'e f fec tue  en 
c h a m b r e  h u m i d e  p e n d a n t  6 h ~t 37°C: d e u x  arcs son t  ainsi 
color6s sp6c i f i quemen t  en  b len  tu rquo i se ,  l ' u n  dans  la 
r6gion des  7-globul ines ,  l ' a u t r e  au  n i v e a u  des  ~2-globulines 
(Figure  2c). P a r  leur  m i g r a t i o n  61ectrophor6t ique,  ces 
deux  l ignes c o r r e s p o n d e n t  donc  a u x  d e u x  pr inc ipa les  
zones d ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  raises e n  6v idence  sur 
cetlogel. 

On  p e u t  en  conc lure  qu ' i l  ex is te  au  moins  deux  fl- 
ga lac tos idases  d a n s  le suc d iges t i f  d'Helix pomatia, tou tes  
les d e u x  an t ig6n iques ,  d i f f6 ran t  p a r  l eur  mobi l i t6  61ectro- 
phor6 t ique .  

L ' a c t i v i t 6  h y d r o l y t i q u e  du  suc sur  I ' O N P G  passe  par  
u n  m a x i m u m  A p H  5,3: des  essais de dosage  effectu6s 
d ' a u t r e s  p H  su r  les zones s6par6es sur  ceUoget n ' o n t  pas  
pe rmis  de dif f6rencier  les ga lac tos idases  p a r  leur  p H  
o p t i m u m .  

U n  t r a v a i l  de p u r i f i c a t i o n  de  ces e n z y m e s  es t  e n  cours 
e t  p e r m e t t r a ,  sans  dou te ,  de  m i e u x  ca rac t6 r l se r  ees dif- 
f6 ren t s  e n z y m e s  ~. 

Summary. Diges t ive  ju ice  of Helix pomatia was s tud ied  
b y  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s :  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  a chro-  
mogen ic  s u b s t r a t e ,  5-bromo-4-chloroindol-3-yl-f l -D-galac-  
t o p y r a n o s i d e ,  two f l -galactosidases  were revealed .  

R.  GOT, A. MARNA¥ 
e t  P. JARRIGE 

Laboratoire de Biochimie, Facultd de ,~Iddecine, 
Paris (France), le 72 avril 1965. 

Fig. 2. Immuno~lectrophorbse du suc digestit d'Helix pomatia. 
a, b, Seh6ma et photographic des lignes de pr6cipitation r6v616es 
par l'amidosehwartz, c, R6action sp6cifique des arcs de pr6cipitation 
pos~dant une activit6 hydrolytique sur le 5-bromo-4-ehloro-3- 

indolyl-fl- D-galactoside. 
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E f f e c t  o f  M e p h e n e s i n  o n  
S k e l e t a l  M u s c l e  M y o f i b r i l s  

Mephenes in ,  3- (2 ' -  m e t h y l p h e n o x y ) p r o p a n e -  1, 2- diol,  
has  been  classif ied as a ske le ta l  musc le  r e l a x a n t  or  de-  
p r e s san t  1. I t  ac t s  p r i m a r i l y  on  t h e  sp ina l  cord  t h r o u g h  
inh ib i t i ons  of p o l y s y n a p t i c  p a t h w a y s  a n d  more  specif-  
ical ly on  t he  i n t e r n u n c i a l  cells 2. I n  t he  pas t ,  t h e  p h a r m a -  
cological  research  w i t h  t h i s  d r u g  ha s  been  d i r ec t ed  t o w a r d  
i ts  p r i m a r y  ta rge t ,  t h e  sp ina l  co rd  s'* . E x c e p t  for  some 
s tudies  r ega rd ing  t he  ac t ion  p o t e n t i a l  6, t he  p h a r m a c o -  
d y n a m i c  effect  of m e p h e n e s i n  on  musc le  ha s  received 
l i t t le  a t t e n t i o n .  

I n  some ear ly  work,  BATE-SMITH a n d  BENDALL 6 found  
t h a t  m e p h e n e s i n  a d m i n i s t r a t i o n  re su l t ed  in a m a r k e d  
de lay  in  t he  onse t  of r igor  mor t i s  in  muscle .  More r ecen t ly ,  
SINK et  al. ~ showed  t h a t  t h e  sa rcomere  l e n g t h  in t h e  
muscle  myof ib r i l  was h igh ly  cor re la ted  w i t h  t h e  l e n g t h  

of th i s  de lay  in t h e  onse t  of r igor .  F r o m  these  researches,  
i t  shou ld  follow t h a t  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  of mephenes in ,  
b y  de l ay ing  t h e  onse t  of r igor  morr is ,  shou ld  produce  
sa rcomeres  t h a t  are longer  t h a n  those  n o r m a l l y  observed  
in t h e  pos t - r igor  muscle  myof ibr i l .  Consequen t ly ,  t h e  pur- 
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