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faint reaction in the lymphocytes in these areas as well 
as in cortical nodules (Figure 2). Positive reactions using 
this substrate have been demonstrated in rabbi t  alveolar 
macrophages and peritoneal mononuclear cell exudates s. 
Glucuronidase act ivi ty has also been found in 'poly- 
morphonuclear leucocytes by a different method ~. 

The results of the present s tudy confirm the suitabil i ty 
of halogen-substituted indolyl substrates for the histo- 
chemical detection of enzyme activity, The reactions are 
characterized by satisfactory resolution, specificity, and 
stability. ~-glucuronidase activity was found ih mono- 
nuclear cells in the thymus,  spleen, intestine, and lymph 
nodes. Reactive mononuclear cells have also been de- 
scribed using an analogous substrate for fl-galactosidase x,~. 
These substrates provide a simple bu t  reliable histo- 
chemical method for the s tudy of the normal  and altered 
reticuloendothelial system in tissue sections s. 

Zusammen/assung. Eine Halogen enthaltende Indol- 
verbindung wurde zum Nachweis der fl-D-Glucuronidase 

benutzt.  Die Methode eignet sich zur Lokalisierung yon 
reaktiven Kleinzellen im reticuloendothelialen System. 
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P o l y m o r p h i s m e  d e s  l i p o p r o t ~ i n e s  et  des  g l y c o -  
protf i ines  s ~ r i q u e s  c h e z  la  T r u i t e  

Le polymorphisme des protdines sdriques est mainte-  
nan t  bien dtabli k la suite des t ravaux de B~ARN 1, 
BLUMBERG 2 et HIRSCHFELD s. 

KOSSWIG 4 a mis le premier en 6vidence le polymor- 
phisme des protdines sdriques des poissons, qui a 6t6 
depuis dtudid par NYMAN 5, SALIBIAN s et F i n s  ?, 

Nous avons dtudid les sites prot6iques des variations 
g6n6tiques chez trois esp~ces de truites, soit Satmo trutta, 
Salvelinus ]on~inalis, et Salmo gaird~eri. 

Matgriel et m6thodes. Ces truites proviennent  de la 
Station biologique du lac Jacques-Cartier (Qudbec). Elles 
sont gard6es au laboratoire darts un  aquarium contenant  
de l 'eau douce provenant  du lac St-Charles (Qudbec), ~t 
4°C, au pH de 7.6, dans un  volume de 120 gallons, filtr6 

chaque 10 rain. 
Le sang est pr6lev6, sous anesth6sie £ l 'ur6thane, par 

la veine dorsale; le sdrum est poot6 par esp~ces, sans 
distinction de sexe, et soumis aux analyses suivantes: 
(a) l 'analyse dlectrophordtique sur membrane d'acdtate 
de cellulose ~ l 'aide de l 'appareil Spinco Duostat  et sur 
la cellule microzone R-101. Cette analyse est faite ~ 250 V, 
¢ mA, durant  20 rain, darts un  tampon v6ronal 0.075M, 
pH 8, 6; (b) l 'analyse 61ectrophor$tique a dt6 faite sur gdlose 

1,5%, e n t a m p o n  vdronal-barbital 0,075M, pH 8,6, sur 
lames de microscope sur l 'appareil immunophor (LKB), 
Sous un  courant dlectrique de 10 V/cm, durant  75 min;  
(c) l 'analyse immunodlectrophor6tique s a 6td faite sur le 
rnSme appaxeil immunophor (LKB) en uti l isant 6galement 
un tampon vdronal-baxbital 0,075 M, pH 8,6 duraut  75 rain, 
sous un cour~nt 61ectrique de 10 V]cm. 

L'anticorps ndcessaire a ~t~ prdpard chez le lapin, selon 
la m6thode ~ l'Adjuvan% complet de Freund (Difco 
063859) avec, comme antigone, le sdrum de Salmo gaird- 
neri. Nous avons fair sur ces 61ectrophor6grammes et im- 
munodlectrophordgrammes, la coloration des prot~ines 
simples £ l 'Amidoschwartz ", la coloration des glyco- 
prot~ines £ ta ph~nylhydrazine ~, des lipoprot~ines au 
Soudan IV n.  Nous avons de plus caxactSris6 l 'activit~ 
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p h o s p h a t a s i q u e  alcal ine selon la t e c h n i q u e  d 'URI~L xz, 
l 'a ide,  c o m m e  subs t r a t ,  du  f l -naphtol  A S B  v de  l ' ac ide  
p h o s p h o r i q u e  (Sigma, lo t  6870). 

Nous avons  utilis~ l ' apparef l  C h r o m o s e a n  (Joyce) pour  
faire  l ' i n t6gra t ion  a u t o m a t i q u e  de  ees ~lectrophor6-  
g rammes .  Cet te  in t eg ra t ion  se fair  A 1'aide d ' u n  ~ t r e  
o range  5,045 avee un  r a p p o r t  v i tesse  de la p l u m e  sur  
vi tesse  du rouleau de I ~t 3. L ' i n t6g ra t ion  des l ipoprot$ines  
e t  des  g lycoprot$ ines  a 6t6 fa i te  avec  le f i l tre gris (No. 
2-OD) duns  le m~me r a p p o r t  de v i tesse  1 g 3. 

R d s u l t a t s .  (a) Les  analyses  ~lect rophor$t iques  sur  m e m -  
b rane  d ' a e6 t a t e  de cellulose (Figure  1) e t  su r  g~lose 
(Figures  2 e t  3) m o n t r e n t  d ' i m p o r t a n t e s  var ia t ions ,  aussi 

J. UmI~L et P, GRABAR, Annls Inst. Pasteur, Paris 90, 427 (1956). 
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S. t r ld ta ,  1,4 2,1 17,6 18 ,2  30,7 - 15,2 7,5 7,3 
% 

S.]on~- - - 14,0 26,9 25 ,3  10 ,7  13,2 9,9 - 

S .  gaird- - 2,7 - 52,6 28,3 - 16,4 - - 
n ~ ,  % 

Fig. 1. Analyse ~lectrophor6tique des prot~ines s~riques de truites 
de races diffarentes, mettant en 6vidence d'importantes variations 
ph6notypiques g6n6tiques, notamment au nlveau des rho et des 
immunoglobins. (a) ]~leetrophor6se sur membrane d'ac6tate de cellu- 
lose du sdrum de S. trutia (C), S . . / o ~ l i ~ l ~  (B) et S. ga~dneri  {A), 
en tampon v6ronal-barbitalj pH 8,6, 0,075M, durant 30 mira 
Coloration des prot~ines simples A l'Amidoschwartz. (b) Intdgrafibn 
automatique de l'4leetrophor6gramme de la figure (A) sur l'appareil 
Chromosean (Joyee). (e) Analyse de la distribution proportionnelle 
des prot~ines's~iques de truites de 3 esp~ces diff~rentes, montrant 
la presence de Dte t  A I exclnsivement chez la S.  t~,ata et l'absence 
de D chez la S. lontinalis  et de B~ ehez S. tr**tta et S. gairdneri. 
(C) S. frusta ~ ,  (B) S.  lon~inalis . . . . .  , (A) S. ga~rdneri . . . . . . . .  

E D I D C B A 

s .  trutta, % 5,8 32,1 37,3 15,7 3,3 5,8 

S. ]o~inaHs, % - 17,6 64,5 - 10,4 7,5 

S. gairdn~/i, % - 19,8 50,3 20,9 7,1 1,9 
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Fig. 2. Caract~risation des glycoprot~ines s~riques de la truite mon- 
trant une importante diff6rence g6n~tique entre S. t r ~ t a  (C), S. 
]onlinaHs (B) et S. gairdneri (A). La diff6renee majeure se situe au 
niveau de 1'0 h rapide glycoprot~ine. (a) Coloration des glycoprot~ines 
apr~s ~lectropbor~se simple sur g61ose, en tampon v~ronal-barbital, 
pH 8,6, 0,075M, durant 1,30 h. (b) Int6gration automatique des 
glycoprot6ines s6riques sur l'appareit Chromoscan (Joyce). (C) S. 
trut¢~ . , (B) S.  jont inal is  . . . . .  , (A) S. gaird~efi  . . . . .  , (c) Dis- 
tribution proportionnslle des glycoprot6ines s~riques, de ces diff6- 
rentes races de truite, montrant la presence exclusive k la truite brune 

de E et l'absence de C dans le s~rum de la trulte mouchetc~e. 
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bien au niveau des prot6ines s6riques simples qu 'au niveau 
des lipoprot6ines et des glycoprot6ines entre le s6rum de 
ces 3 esp~ces de satmonid6s. 

L 'examen minutieux de ces variations 61ectrophor6- 
tiques montre, notamment ,  les points suivants:  d 'une 
part, l'61ectrophor~gramme des prot6ines du s6rum de 
Salmo t~utte r6v~le 2 prot6ines qui sont absentes du s~rum 
SalveHnus ]onHnalis et de Salmo gaird~e~i, soit les pro- 
t6ines A l e t  D x (Figure lc) ; d 'autre  part, S . /on t i na l i s  ne 
eontient pas la prot6ine D, pr6sente chez les 2 au~res 
esp~ces de truite, alors qu'elle contient  la prot~ine Bt, 

absente du s6rum des 2 autres esp~ces. Chez S. gaird~evi, 
les prot6ines C 1 et A 1 ne sont pas d6tectables. 

Au niveau des lipoprot6ines, nous pouvons volt, sur la 
Figure 3, alors qu'i l  n ' y  a pas de variations entre S. 
gai~dneri et S. ]onti~alis (A et B), il y a une importante  
diff6rence chez S. trutta (C); chez cede espc~ce, en effet, 
les lipoprot6ines s6riques se fragmentent  en 2 lignes de 
pr6cipit6 61ectrophor~tique (Figure 3a), 

Le polymorphisme des glycoprot6ines est beaucoup 
plus important .  L 'examen de la Figure 2 r6v~le, en effet, 
dans le s~rum de S. tvutta, 6 zones 61ectrophor6tiques 
glycoprot6iques. 
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Pig. 3. Coloration des lipoprot4ines s~rlques de S. gairdneri (A) S. 
/ontinalis (B) et S. trutta (C), apr~s 41ectrophor6se simple sur g61ose 
~ontrant une importante difference ph6notypique au niveau de 
l'cc-lipoprotSine s6rique de S. trutta. L'int*gration automatique en (b) 
rnontre bien (fl~che) cette importante diff6renee. (C) S. trutta .... , 

(B) S. lontlnalis . . . . . .  , (A) S. gaird~ri . . . . .  . 
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On peut  aussi observer, darts le Tableau 2e, que la 
glycoprot6ine E est exclusive au s6rum de S, trutCa, alors 
que S. lontlnalis ne eontient pas la glyeoprot6ine C; qu' i l  
y a une forte proportion de la glycoprot6ine A ehez 
S./ontinalis st  une faible proportion de 1~ glycoprot~ine 
A chez S. gairdneri. 

(b) Les Figures 4 et 5 r@sument les r6sultats obtenus 
Far les analyses immunochimiques. On peut  observer 
no tamment  clue le s6rum S. ]on~inalis et S. ~ru~ta oat  un  
6quipemsnt prot~ique trSs voisin de celui de S. gairdnerL 
Nous pouvons voir que le s@rum de brochet Esox lucius a 
une certaine parent6 antig6nique avec les prot6ines s~ri- 
clues de S. gairdner$ (Figure 5a), alors que Angu$lla 
rostrota n 'en  poss~de aucune. 

Dans la Figure 410, nous montrons clue le polymor- 
phisme des lipoprotAinss, r~v~l~ par l '~nalyse ~lectro- 
phor~tique n 'apparai t  pas A l 'analyse immuno~lectro- 
phor@tique et n'affecte pas la sp~cificit6 antig~nique des 
lipoprot~ines qui sont identiques d 'une  esp~ce g l 'autre. 
Bien plus, nous pouvons voir que les lipoprotfines ~ de 
Esox lucius (Figure 5b) ont  des d~terminants antig~niques 
communs avec 1 '~ lipoprot~ine du s@rum de S. gairdneri. 

Au niveau des glycoprot~ines, Is polymorphisme, d$- 
tect~ ~t l'~leetrophor~se, n 'es t  pas t radui t  ~ l ' immuno-  
~lectrophor~se et ne d@rangs pas la sp~cificit$, qui est la 
m6me chez les trois esp~ees. A e e  niveau, nous voyons, en 
out-re, que /L lucius contient  aussi une glycoprot$ine 
poss~lant  des d~terminants antig~niques communs avec 
S. gairdneri (Figure 5c). 

La d~tection de l 'activit$ phosphatasique alcaline sur 
tss pr~cipit@s immuno$1ectrophor~tiques raontre qu' i l  n ' y  
a pas de variations d 'une  esp~ce de truite ~ une autre. 
Cependant cette ~ phosphatase alcaline a, quand m~rae, 

une sp~cificit@, ne mont ran t  pas de lien avec les prot@ines 
s6riques de E. lucius. 

Discussion. Gr£ce ~ la combinaison des m6thodes 
61eetrophor6tiques et immunologiques, nous avons pu 

Fig. 4. Analyses immuno~leetrophor6tiques comparSes des protAines 
s~riques (a), des lipoprot6ines s6rlques (b), et de la phosphatase alea- 
line s6rique (c) de S. ~ru~ta (C), de S. ]ontinalis (B) et de S. gairdneri 
(A). Ces analyses ont 6t6 faites ~t l'aide d'un immuns6rum de lapin 
antis6rum de S. galrdneri. A noter: Ces analyses immunoehimiques 
ne rSv~lent pas de diff6rences de comportement immunc~lectro- 
phorStique et de sp6cifieit6 immunologique, au niveau des lipo- 
prot~ines et de la phosphatase alealine, entre ees diffSrentes esp~ees 

de truite. 

A, I i p o A 
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Fig. 5. Caract6risation, apr~s analyse immuno~leetrophor~tique, des 
relations antig6niques entre le s~rum de la truite (A) et celui du 
broehet (E). A noter: Trois prot$ines s6riques du brochet ont des 
d~terminants antlg6niques communs avec la truite (a). Ces relations 
antig~aiques entre la truite et le broehet se situent au niveau de 
rcq-lipoprot~ine (b), et de l'~-glycoprot~ine {c), L'~-phosphataSe 

alcaline de la truite n'est pas reli~e ~ celle du brochet (d). 
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mettre en relief d ' importantes  variations phdnotypiques 
au niveau des protdines simples, des lipoprot6ines et des 
glycoprotdines s6riques de ces 3 esp~ces de truites. 

L'association de ces m*thodologies pourraient s'av6rer 
utile dans des t ravaux de gdn6tique ut ihsant  ces dif- 
f6rences au niveau des protdines simptes et complexes 
comme marqueurs. 

Nous nous proposons d'dtudier la nature biochimique 
des diffdrences entre les protdines s6riques d 'une esp~ce 

l 'autre ~3. 

3 serum proteins of Esox lucius have antigenic deter- 
minants  common with the serum proteins of S. gairdr, eri; 
they are an ~g-lipoprotein, an ~s-glycoprotein and a 7- 
globulin. 

D. DUFOUR et D. BARRETTE 

Centre de Biomddecine, Universitd Lava2, Qudbec 
(Canada), 7 avril 1967. 

Summary. I t  is shown that  there are impor tant  dif- 
ferences among the serum proteins of 3 different species 
of trout. We stress that  these genetic variations concern 
the lipoproteins as well as the glycoproteins. Furthermore, 

is Travail prdsent6 au CongrAs de la North-East Wild Life Con- 
ference, Qudbec 1967 et subventionn6 par le Conseil national des 
reeherehes (Ottawa). 

The Acetylation of Tryptophan Metabolites by 
Rapid a n d  S l o w  A c e t y l a t o r s  of S u l f a m e t h a z i n e  

N-acetyl-kynurenine (NA-K) and N-acetyl-3-hydroxy- 
kynurenine (NA-OHK) were identified in rat  urine fol- 
lowing t ryptophan ingestion by DALGLIESH eta / .  *. NA-K 
was demonstrated in the urine of other species, including 
man, following t ryptophan ingest ion,  by BROWN and 
PRICE s. A simple paper chromatographic method for 
demonstrating kynurenine  (K), 3-hydroxy-kynurenine 
(OHK), NA-K and NA-OHK in human  urine following 
t ryptophan ingestion was devised by  WESTALL ~. 

There is a Mendelian polymorphism in  man for the 
acetylation of sulfamethazine, isoniazid and hydraUazine 
(EVANS and WHITE~). Other compounds such as sulfanil- 
amide (PETERS et a/.6) and PAS (MoTuLSKV and STEIN- 
~ANN0), though extensively acetylated in man, are mono- 
morphica/ly acetylated, their acetylation apparent ly not  
being influenced by the polymorphism. 

I t  was, therefore, of interest to determine whether the 
acetylation of t ryptophan metabolites in man was subject 
to the action of the acetylation polymorphism. 

Materials. Experimental  subjects: Volunteer subjects 
were healthy medical students and laboratory staff. 

Sulfamethazine was kindly donated by  I.C.I. Pharma-  
ceutical Division, Wilmslow, Cheshire, U.K. t Ammonium 
sulfamate was British Drug Houses Reagent Grade. L- 
T ryp tophan '  and 3-hydroxy-DL-kynurenine were pur- 
chased from Koch-Light Laboratories, Colnbrook, Bucks, 
U.K. DL-Kynurenine from Fluka  AG Chemische Fabrik,  
Bucks, SG, Switzerland. Chromatography paper was  
Whatman  No. 1 10 × 10 inch, 'A' pattern.  Other chemi- 
ca/s were analytical grade reagents purchased from 
British Drug Houses. 

Mea~ods. Sulfamethazine test on experimental subjects: 
Pasting subjects were observed to swallow 160 mg pure 
sulfamethazine powder per kg metabolically active mass 
(MAM = weight °.~) with a little water. 2 h following 
drug ingestion subjects were a/lowed tea and toast. .4/1 
urine passed during 8 h following drug ingestion was col- 
lected. The urine volume was measured and a portion 
stored at -- 20 °C to await ana/ysis 

Estimation of sulfamethazine concentration in urine: 
l~ree and total  sulfamethazine were estimated by  the 
Bratton-Marsha/l procedure s. Unknowns were processed 
in duplicate and a range of standards a t  2, 4, 6, 8 and 10 pg 
sulfamethazine per ml, together with suitable blanks, 
were processed in duplicate simultalleously. 

Determination of. acetylator phenotype:  The subjects 
who received a t ryptophan toad test some weeks following 
the sulfamethazine test formed part  of a much larger 
series of healthy subjects who had undertaken the latter 
procedure. I t  will be seen from Figure 1 and from the 
Table tha t  these 18 subjects are a representative sample 
of the population. 

L-Tryptophan test  on experimental subjects: 18 sub- 
jects who had been phenotyped by the sulfamethazine 
test, were utilized for this portion of the study. Subjects 
were fasted from 22.00 h on the previous evening, and on 
the test morning were observed to swallow 5.0 g L-trypto- 
phan with a little water. The same dosage was given to 
each subject regardless of weight. A light meal of tea and 
toast was a/lowed 2 h following L-tryptophan ingestion. 
Urine was collected for 6 h following the ingestion of the 
amino-acid. The urine was mixed, the volume recorded 
and a portion placed at  -- 20 °C to await further processing. 
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Fig. 1. The percentage of ur inary sulfmethazine acetylated in 119 
heal thy subjects. 
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