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Table I. Water,  hydroxyproline, hexosamine, uronic acid and exeess hexosamine in control and DMBA painted mouse skin 

Group Water,  % of Water,  % of Hydroxy- Hexosamine Uronic acid Excess 
wet weight dried and de- proline Carbazole Orcinol hexosamine 

fatted weight 

Control (8) 57.9 4- 2.9 237 4- 14 23.9 4- 2.0 3.40 4- 0.21 0.97 4- 0.04 1.03 4- 0.07 2.45 4- 0.15 
Benzene (8) 54.7 4- 2.2 233 -q- 12 23.7 4- 1.4 3.70 4- 0.24 0.99 ± 0.03 1.11 4- 0.02 2.67 4- 0.23 
Carcinogen 4 weeks (7) 68.5 4- 1.9 b 368 4- 19 c 27.2 ± 1.8 5.60 4- 0.14 C' 1.23 4- 0.01c 1.15 4- 0.07 4.54 4- 0.14 ° 
Carcinogen 8 weeks (8) 68.9 4- 1.1u 304 4- 7~ 31.8 4- 2.2~ 4.50 4- 0.12~ 0.97 4- 0.04 1.12 ± 0.06 3.47 4- 0.15 ° 
Carcinogen 12 weeks (7) 68.2 4- 1.1 b 295 + 8 b 24.3 4- 1.6 4.30 4- 0.20 b 0.85 4- 0.07 1.25 ± 0.05 3.15 4- 0.24" 

Figures in brackets indicate the number  of mice. Values in g/mg dried, defatted tissue, in the last 6 columns. Mean values and s tandard error 
of mean are indicated. Significantly different from controls at the 5%% 1% b and 0.1% ~ level of probability. 

Table II. Hexosamine to hydroxyproline, uronic acid to hydroxy- 
proline, and carbazole to oreinol ratios in control and in DMBA 
painted mouse skin 

Group Hexosamine Uronic acid Carbazole 
Hydroxyproline (orcinol) Orcinol 

Hydroxyproline 

Control (8) 0.144 4- 0.008 0.045 4- 0.002 0.95 + 0.03 

Benzene (8) 0.160 4- 0.009 0.048 4- 0.001 0.89 4- 0.04 

Carcinogen 0.212 4- 0.017 b 0.040 -t- 0.003 1.09 4- 0.07 
4 weeks (7) 

Carcinogen 0.144 4- 0.009 0.036 4- 0.003 • 0.88 ± 0.05 
8 weeks (8) 

Carcinogen 0.181 ± 0.012 • 0.051 4- 0.004 0.67 4- 0.03 ~ 
12 weeks (7) 

u r o n i c  ac id ,  i n d i c a t e s  a n  i n c r e a s e  in  n e u t r a l  m u c o p o l y -  
s a c c h a r i d e s .  

T h e  i n c r e a s e  in  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s  f o u n d  i n  t h i s  
s t u d y  p r o b a b l y  o r i g i n a t e s  f r o m  t h e  a c c u m u l a t i o n  of  
d e r m a l  m a s t  ce l l s  14. 

T h e  d i f f e r e n t  r a t i o s  { T a b l e s  I a n d  I I )  s u g g e s t e d  q u a l i t a -  
t i v e  c h a n g e s  in  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c o n n e c t i v e - t i s s u e  
g r o u n d  s u b s t a n c e  of  m o u s e  s k i n  4,1s. T h e s e  o b s e r v a t i o n s  
a r e  s u p p o r t e d  b y  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  r e s u l t s .  

Zusammenfassung. B i o c h e m i s c h e  A n a l y s e n  v o n  Mi iu se -  
h a u t ,  d i e  m i t  d e r  k a r z i n o g e n e n  S u b s t a n z  D M B A  b e p i n s e l t  
w o r d e n  w a r ,  z e i g t e n  V e r ~ n d e r u n g e n  i m  G e h a l t  a n  W a s s e r ,  
H y d r o x y p r o l i n ,  H e x o s a m i n  u n d  U r o n s A u r e .  

M. B.  KETKAR 

University o] Copenhagen, Department o/Dermatology 
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Figures in brackets indicate the number  of mice. Figures include 
mean values and s tandard error of mean. Significantly different 
from control values at the 5%% 1% 4 and 0.1%~ level of probability. 

14 G. I. HORSFIELD and R. SUMMERLY, Br. J.  Derm. 78, 476 (1966). 
is K. MEYER, P. HOFFMANN and A. LINKER, in Connective Tissue 

Symposium (Blackwell, Oxford 1957). 

Electrophor~se des h~moglobines de poulet sur ~el de polyacrylamide 

L ' 6 1 e c t r o p h o r ~ s e  s u r  ge l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  l o r s q u ' e l l e  
e s t  p r a t i q u 6 e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  D A v i s  1, s 6 p a r e  les 
h 6 m o g l o b i n e s  d e  l ' e m b r y o n  d e  5 j o u r s  e t  d e  l a  p o u l e  a d u l t e  
ell  2 c o n s t i t u a n t s  d o n t  F u n  p a r a t t  c o m m u n  a u x  2 h 6 m o l y -  
s a t s  ( F i g u r e  A).  Or ,  l ' 6 1 e c t r o p h o r ~ s e  s u r  ge l  d ' a m i d o n  2-4 
e t  la  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  C M - c e l l u l o s e  5 p a r a i s s e n t  in -  
d i q u e r  d ' u n e  p a r t  q u ' i l  e x i s t e  a u  m o i n s  3 c o n s t i t u a n t s  
h 6 m o g t o b i n i q u e s  c h e z  l ' e m b r y o n  d e  5 j o u r s  e t  5 c h e z  
l ' a d u l t e ,  d ' a u t r e  p a r t  q u e  les  h 6 m o g l o b i n e s  d e s  e m b r y o n s  
les  p l u s  j e u n e s  s o n t  t o t a l e m e n t  d i f f 6 r e n t e s  d e  ce l les  d e  
l ' a d u l t e .  I1 a p p a r a t t  d o n c  q u e  les  c o n d i t i o n s  d '61ec t ro -  
p h o r ~ s e  d 6 c r i t e s  p a r  DAVIS x n e  s o n t  p a s  ce l l e s  q u i  d o n n e n t  
p o u r  les  h 6 m o g l o b i n e s  d e  p o u l e t  le m a x i m u m  d e  s 6 p a r a -  
t i o n  p o s s i b l e .  

C e t t e  s i t u a t i o n  n o u s  a c o n d u i t s  ~ m o d i f i e r  d i v e r s  a s p e c t s  
d e  l a  t e c h n i q u e  d e  DAVIS e t  ~ a p p l i q u e r  l a  m 6 t h o d e  o b -  
t e n u e  ~ l ' 6 t u d e  d e  l ' 6 v o l u t i o n  d e s  h 6 m o g l o b i n e s  a u  c o u r s  
d u  d 6 v e l o p p e m e n t  d u  p o u l e t .  

Mdthodes. (1) L e s  a n i m a u x  e t  les  e m b r y o n s  u t i l i s6 s  s o n t  
de  r a c e  L e g h o r n .  L e s  h 6 m o l y s a t s  s o n t  p r 6 p a r 6 s  5. 4 °C 
p a r  l y s e  d e s  6 r y t h r o c y t e s  f r a i c h e m e n t  co l l ec t6s .  I l s  s o n t  
e m p l o y 6 s  le j o u r  m ~ m e  c a r  la  c o n s e r v a t i o n  f a i t  a p p a r a t t r e  
d e s  c o n s t i t u a n t s  s u p p l 6 m e n t a i r e s  de  n a t u r e  a r t e f a c t u e l l e .  
L e s  h 6 m o l y s a t s  s o n t  d a n s  c e r t a i n s  c a s  d 6 b a r r a s s 6 s  d e s  
p r o t 6 i n e s  n o n  h 6 m o g l o b i n i q u e s  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e  
d e  S e p h a d e x  G 7 5  a v a n t  d ' e t r e  s o u m i s  ~ l ' 61ec t ropho r~se .  

(2) C h a q u e  t u b e  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e s t  c o n s t i t u 6  d e  
0,25 m l  d e  ge l  e s p a c e u r  e t  de  1 m l  de  ge l  d ' 6 1 e c t r o p h o r ~ s e  
p r 6 p a r 6 s  d e  l a  f a g o n  p r 6 s e n t 6 e  d a n s  te T a b l e a u .  

1 B. J.  DAVIS, Ann. N.Y. Acad. Sci. 121, 305 (1964). 
2 C. MANWELL, C. M. A. BAKER et T. W. BETZ~ J. Embryol.  exp. 

Morph. 16, 65 (1966). 
s j .  GOI)ET, C. r. hebd. S~anc. Aead. Sci., Paris 264, 2570 (1967). 
4 j .  GODET, C. r. hebd. S6anc. Acad. Sci., Paris 265, 1401 (1967). 



15.6. 1968 Specialia 549 

Oriejne 

. . . .  ! 

I 

5j P A 5j 7j 8j 16j P A 
A 8 

+ 

(A) Electrophor~se sur gel de polyacrylamide en employant la technique de DAvis (1964). (B) Eleetrophor~se sur gel de polyacryl- 
amide selon notre technique. 5 j, 7 j, 8 j, 16 j = h6molysats obtenus ~ partir d'embryons incub6s depuis 5, 7, 8 et 16 jours. P, h6molysat 
fourni par un poussin d'nn jour. A, h6molysat fourni par un coq Ag6 de 2 ans. Les fl~ches indiquent les phases de changement dans ta 
constitution des h6molysats. 

Les h 6 m o l y s a t s  son t  plac6s d i r e c t e m e n t  ~ la  surface  du  
gel espaceur ,  s ans  sucrose  ni  gel 6chant i l lon .  

(3) Les  r6servoi rs  du  d ispos i t i f  d '61ect rophorbse  son t  
r empl i s  d ' u n e  so lu t ion  de  Tris 0 , 0 1 M  a jus t6e  A p H  8,0 
p a r  de  l ' ac ide  bo r ique  cristall is6.  Les t u b e s  de po lyacry l -  
a m i d e  s o n t  soumis  p e n d a n t  45 min  g un  c o u r a n t  d ' i n t e n -  
sit6 c o n s t a n t e  de  3 m A  p a r  t ube .  

(4) Les  gets s o n t  pho tog raph i6s ,  s ans  co lo ra t ion  pr6a-  
lable ,  i m m 6 d i a t e m e n t  aprbs  la  fin de  l '61ectrophor~se.  

Rdsultats et discussion. (1) C o m m e  l ' i n d i q u e n t  les f igures  
A e t  B, les cond i t ions  d '61ectrophor~se  employ6es  p e r m e t -  
t e n t  de  s6parer  les h6molysa t s ,  o b t e n u s  A p a r t i r  d ' e m -  
b r y o n s  ou d ' a n i m a n x  d'Ages var i6s ,  en  c o n s t i t u a n t s  d o n t  
le n o m b r e  es t  t o u j o u r s  sup6r i en r  A cetui  que  f o u r n i t  la  
t e c h n i q u e  de DAvis.  Ce n o m b r e  n ' e s t  pas  modif i6  p a r  la 
pu r i f i ca t ion  p r6a lab le  des h 6 m o l y s a t s  sur  co lonne  de  
Sephadex .  

(2) L ' h 6 m o l y s a t  de  l ' e m b r y o n  de  5 jour s  es t  divis6 en  
4 b a n d e s ;  celui  de  l ' a d u l t e  se r 6 p a r t i t  en  5 c o n s t i t u a n t s  

Composition des gels de polyacrylamide 

Gel espaeeur Gel d'~leetrophor~se 

1 volume d'une solution de 1 volume d'une solution de 

I N HCI 48 ml 1 N HC1 48 ml 
Tris 5,98 g Tris 36,6 g 
TEMED 0,46 ml TEMED 0,23 ml 
eau qs 100 ml (pH 6,7) eau qs 100 ml (pH 8,9) 

2 volumes d'une solution de 2 volumes d'une solution de 

acrylamide 28,0 g acrylamide 28,0 g 
BIS 0,735 g BIS 0,735 g 
eau qs 100 ml eau qs 100 ml 

1 volume d'une solution de 1 volume d'eau distill& 
riboflavine 4 mg 
eau 100 ml 

4 volumes d'une solution de 4 volumes d'une solution de 

sucrose 40 g persulfate 0,14 g 
eau 100 ml d'ammonium 

eau 100 ml 

d o n t  2 au  moins  n ' e x i s t e n t  pas  chez  l ' e m b r y o n  de 5 jours .  
E n t r e  te 4e j ou r  de  l ' i n c u b a t i o n  e t  les p r e m i e r s  j ou r s  
qu i  s u i v e n t  l '&tos ion ,  le n o m b r e  des  b a n d e s  vis ib les  es t  de  
4 ou 5 selon l'Age consid6r& I1 f a u t  n o t e r  de  p lus  l 'exis-  
tence,  p e n d a n t  ce t t e  p&iode ,  d ' a u  moins  un  c o n s t i t u a n t  
qu i  du  fa i t  de sa  m i g r a t i o n  f o r t e m e n t  c a t h o d i q u e  ne  
p6n+t re  pas  d a n s  le gel de p o l y a c r y l a m i d e  e t  s ' 6 c h a p p e  
d a n s  le t a m p o n  du  r6servoi r  sup&ieur .  

(3) II y a lieu de  r e s t e r  p r u d e n t  q u a n t  ~ l ' i n t e r p r ~ t a t i o n  
des b a n d e s  s6par6es p a r  61ectrophor+se. U n e  p a r t i e  d ' e n t r e  
elles p e u t  r6v61er des  a r t e f a c t s  de t r a i t e m e n t  e t  l ' e n s e m b l e  
es t  a c t u e l l e m e n t  soumis  ~ l ' e x a m e n  p a r  d ' a u t r e s  moyens .  
Quel le  que  soi t  l ' i n t e r p r & a t i o n  donn6e  a u x  d ivers  61~ments 
d o n t  la  p r6sence  es t  r6v616e, il f a u t  c o n s t a t e r  q u e  les 
o b s e r v a t i o n s  p r 6 s e n t e n t  u n  ca rac t~re  p a r f a i t e m e n t  repro-  
duc t i b l e  p o u r  les a n i m a u x  d ' u n  Age donn& Le d i a g r a m m e  
en  lu i -mSme es t  donc  ca rac t6 r i s t i que  de cet  Age. 

(4) Quel le  q u e  soi t  Ia v a l e n r  accord6e A c h a c u n e  des  
b a n d e s  isol~ment ,  r ou t e  mod i f i ca t i on  du  d i a g r a m m e  de  
s 6 p a r a t i o n  r6v~le l ' ex i s t ence  d ' u n  c h a n g e m e n t ,  d o n t  la  
n a t u r e  e x a c t e  res te  A analyser ,  d a n s  la c o n s t i t u t i o n  des 
h6moglob ines .  E n  se f o n d a n t  sur  ce r a i s o n n e m e n t ,  on  p e u t  
d i s t i n g u e r  au  cours  du  d 6 v e l o p p e m e n t  du  p o u l e t  au  m o i n s  
4 p h a s e s  de  c h a n g e m e n t  qu i  s o n t  m a r q u 6 e s  p a r  des  f l & h e s  
sur  la  F igu re  B. Ces r6 su l t a t s  c o n f i r m e n t  les o b s e r v a t i o n s  
fa i tes  ~ la su i te  d '61ect rophor~se  sur  gel d ' a m i d o n * .  

Summary. A n  e lec t rophore t i c  m e t h o d  de r ived  f rom 
DAvis '  t e c h n i q u e  on  p o l y a c r y l a m i d e  gel was  se t  up  to  
s t u d y  t h e  s e p a r a t i o n  of hemoglob ins .  Th i s  m e t h o d  shows 
t h a t  d u r i n g  ch i cken  d e v e l o p m e n t  h emo g l o b i n s  u n d e r g o  
4 per iods  of change .  Th i s  conf i rms  our  ear l ier  r e su l t s  
o b t a i n e d  w i t h  o t h e r  m e t h o d s .  

O. SCHURCH, J.  GODET, 
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s K. HASI-IIMOTO et F. H. "WILT, Proc. natn. Acad. Sci. 56, 1477 
(1966}. 


