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CONTRIBUTIONS TO THE KN O

_ OWLEDGE OF THE GENUS
MBGALOBRAMA (PISCES, CYPRINIDAR)

BY

PETRU BANARERQOU

Sinibrama Wu, 1939 is considered a subgenus of Megalobrama ; it contains two
species : M. macrops with four subspecies and M. ehangi, which bears some simflari-

ty with. Hemiculter and especially with Anchérytﬁroculter. M. melrosel Nichols

- & Pope iIs a synonym of M. macrops affinis (Vailléa_nt), Megalobrama Dybowski
1872 5. str. includes two species; M. hoffmenqi is a syhonym of M. 'tgrmz'nalis;_
M. amblycephale Yih is the species usually recorded as M. bramula (VaIericiehries)
whose nominal status is doubtful, the origiﬁal description being inédequate apd’ "
based on.a painting. A probable hybrid belween M. macrops affinis. and M.

terminalis is described.

The genus Megalobrama, as understood by J. T. Nichols [5], L. 8.
Berg [1], G. V. Nikolski [6], includes deep-bodied bream-like Eagt Asian
carps gimilar to Parabramis but with the abdominal keel restricted to
the postventral region. Hs. W. Wu [7] splits this genus, ascribing the
species with slightly shorter anal fin and bipartite air-bladder to a dis-
tinct genus, Sinibrama ; this view was adopted also by H.w. Chang [2]
and Hs. W. Wu & others [8].

The delimitation of the genera within the Cultrinae is difficult and
rather arbitrary, while the species are in. general well-differentiated ; by
splitting the genera too much, one runs the risk of having too many genera,
most of them monotypic or containing quite few and closely related spe-
cies. I consider therefore that Sinibrama deserves only subgeneric rank.

. Megalobrama as here understood differs from Erythroculter and
Ancherythroculter -in its deeper body (yet the extreme values may
overlap), terminal mouth with equally long jaws (as against superior
mouth with prominent lower jaw), stronger and more hooked pharyngeal
“teeth with better developed grinding surface. '
A review of the Chinese species of Megalobrama and Sinibrama was
recently published by Yih and Wu (in Wu & oth., |[8]) ; the North
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8 led me to g conclusion somewhat; different from his

Specimens examined : some 220, b i
_ : : elonging ¢ i
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SYSTEMATIC ACCOUNT

Subgenus Sinibrama Wu, 1939

Yih and Wa recognize four Clhi i ing
two subspecies — wui g‘typus” (ri%]:];li? eﬁgﬁggeﬁif o) oot i with
13.’1.'r],rlg.3:t)ze and wui po ) inkinag i
en macrops from Taiwan, Fukien and Cheki

( ian,
gglflls_cdhmg@ from the Uppe.r Yangtze. A sixth J’nomina:l form, usuall
4 tl ered as distinet species, is “kaodz'ohthys” affinis fror,n Nllaty
letnam. The ranges of all these.forms, except changi which occurs s rr?rah
o %?Si?gaﬂesi%tatn}e andftheill' distingnighing cha,ra:cteyxr's grc;
- i the values of scales number
proportions overlap; I therefore consider them sul?);)lzaéli;g ):)Sf&:,ds?;gt}g

species, Megalobranig (Sinibrama) macrops (Giinther, 1968)

1) M. (Sinibrama) maerops (Giinther, 1868)
Figs 1—4

Specimens examined :

From Taiwan (Formosa) : -
ys macrops : B.M.N.H., 1865, 5.2, 15—

19 1'— Syptypes of Chanodichih
» leg. Bwinhoe, 5 Spee., 87.5—182.0 mm gt length ; the longest speci-

men (N Oﬁﬁm}?’ H5 52$5115) i§ declared lectotype ;
— FPM.N.H. 09, Tamusui R., Taiwan, 2 g ec., 16
— I.B.T.8. 1338, Keelung, N. Taﬁiwan, 1 s’pec.,p 127 0. md 149 mm;

From Fukien (Minkiang drainage) :
¢., 98.0 and 101.2 mm;

— H.Z.8. 11173, no local., 2 spe
— AMNH, " Yenpi
158 i, H. 10234, near Yenping, Sept, 1920, 3 spec., 142
— AM.N.H. 1037 7, same locality, 1926 : 32 Spec., 49.5—125.0 mm :
* y

— AM.N.H.; 11058, Chung Hisien, 12 Spec., 89.0—155.5 mm,
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From Chekiang :
8.U. 32475, Tsien Tang R., 2 spec., 108—122 mm.

From North Vietnam :

— Holotype of Chanodichthys affinis, M.N.H.N. 9247, 102.0 mm ;
— LB.T.8. 622, Boi R., 1 spec., 86.0 mm :

From Hainan Island :

— Holotype of Megalobrama melrosei, AMN.H. 8378 Nodoa,

66.0 mm;
— A.M.N.H. 10965, Nodoa, 84 spec. (10 measured : 86.0 —110 mm);

little differences between them.

— AM.N.H. 10980, no locality, 2 spec., 87.0—93.1 mm ;
— AMN.H. 10978, no locality, 3 spec., 49.1—56.2 mm ;

- N.M.W. 9759, Kangkong R., 1 spec., 75.1 mm.
The comparative study of the available specimens showed but
The number of branched anal rays is

practicaily the same :
20—22, rarely 19 or 23 in Hainan specimens (M =21.13 £+0.17 in

30 specimens from Nodoa);

21-—23 in the specimens from Taiwan (M = 21.8 £ 0.29);

21 in the avialable North Vietnam and Chekiang specimens ;

20—23, rarely 19 or 24 in the specimens from Fukien (M = 21.13 4+
=4 0.21 in the specimens from Yenping, 21.59-+0.30 in those from Chung
Hsien).

Gill rakers: 10 —12 in Taiwan, 11—13 (rarely 14) in Fukien, 10—
12, rarely 13 in Hainan specimens. o
The number of scales in lateral line is more variable :

55—61 in Taiwan specimens (M =59.040.53);
56 —61 in Fukien specimens (M = 58.074-0.22 in Yenping, 58.65-

4+ 0.33 in Chung-Hsien ones);

48--55 in 40 specimens from Nodoa, Hainan (M = 53.4010.16);

49—54 in other specimens from Hainan ;

49 on both sides in the two specimens from North Vietnam ;

5%—60 in the two specimens from Tsien Tang R., Chekiang.

The body proportions are shown in Table 1. One remarks that most
values are practically the same in all populations examined; the head
and the eye are slightly larger, the snout on the contrary slightly shorter
in the specimens from Hainan and Vietnam than in those from Taiwan
and Fukien; but the stronger differences concern the caudal peduncle
(longer in Hainan and Vietnam populations) and the pelvic-anal distance
(longer in Taiwan and Fukien populations).

The general eonclusion is that the specimens from Taiwan, Fukien
and Chekiang, on the one hand, those from North Vietnam and Hainan,
on the other, agree both in scales number and in body proportions; the
nominal subspecies, M. macrops macrops, described from Taiwan Island

occurs also in the mainland adjacent provinces Fukien and Chekiang,
while M. melrosei, described from Hainan Island, is a synonym of

M. macrops affinis from North Vietnam.
According to the available data in the literature, the upper Yangtze

subspecies, M. macrops wui, has 21—24 branched anal rays, a deeper
body than macrops macrops and wm. affinis (depth 32.3—33.89,) and
53—06 scales (like m. affinis). The Hsikiang subspecies, M. macrops
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(]

136
: th 29.4—
2 & d 9 olylepis, has 22—24 anal rays (like wui), a deep body (dep
;;E 5,:‘ ﬁT ‘?" ru'j‘, ‘?‘J ‘%: % c;? c;r' ::’: ; 5 E“: ; 2| o § E {)—3?1 0%3 but 56—59 scales, like the nomlnal subsPecles :
ERE S S R I
S |2 2 2| 2 52 2] 9 a o 9| o !
§ S E gl & 5 g g g dl g A&l d § $ ;é E 2) Megalobrama (Sinibrama) changi (Oha.ng, 1944)
2 2 ezl g glaelalalaallal |
3 5| & sl &) 3 § § § § § § ‘E f Bl é g8 e Specimens examined : FMNH 51130 Mm R a.t Klatmg, bzech-
§ é El o 2Tl Siels 2§ S8 813l <S58 wan; 11 spee., 98.5—125.0 mm standard. length
S 8] 2 22 alg al el olglalale o 9.
g & | ?%???‘?$$§$g‘g’$fif§§ DIII 7; A 2/(16) 17—19; L lat. 51-- 56; Sp. br. (1) 12—14; D.
3 g 8 IR R I 5.42—2.4.4., 4.42— 245 or 4423
e et B I R T NREINE ik ph@r In 9 of standard length : body depth 24529, 2% =26.7);
e %3 m caundal ped(_’uncle length 17.1—-21.9% (19—15); least depth 9.3-—11. 6‘;/
BEL R I R - T P (10.92) ; predorsal distance 47.7—53.7% (50.14}; preanal 61.8 — 66.29,
= - N O N T N S S T Th e (64. 02)’ preventral 43.6—48.6%, (46.58) ; distance from pectoral to pelvic
R = ¢ 2l g sl al slslgizlela L origin - 923 24.8%, (24.15); from pelvm to anal origin 16.7—22.49,
ol LS| N R S8R § 8= 2 (20.05) ; length of pectoral 17.0—20.4%, (19.05); base of anal 17.3-
(19.8); head length 23.2—24.69%, (23. 86), ‘snout length ;‘)n({));;

2179
-7, 0/3/ (6.25); eye diameter 6. 7-7.9%

24.6-~28.6 9% (26 28); eye diameter 27.6--34, 0%
97.09%, (87.4) of interorbital width.

{7.30); in 9% of head:
(30.66); eye 75.0—

36.3

0
6 | 206
175 | 146
8 .
.3
9
55 1
56| 22,
. 9.3 '

North

Vietnam
Boi
. R.
. 86
4 29
6 | 17
100 | 102
510 | 40
. 61.6
_“11] 21
8 | 16
6| 20
206 1
. 2
L8161
236 | 242

L I o .
& =1 < =] - S =] = =] =
= D;% 1 ] - =1 - - m| o] -
é ahe il R R I R IR T Lateral line slightly more decurved than in M. macrops.
:E ’iﬂa" W ~  Back brownish (in preserved_ s,peelmens) body sides silvery, Mmilte
S ( “E 8’ S| € & €/ 8 2‘ S;J Sl algl e blackish spots, grouped in a 10ngiltud_lll;la(l1 stripe, on lizietr]?; nht];llfesfr?tgg
' . i At ) el o ther low body, eyes sma -
R | ol =l 2T T In its general habitus, Ta ;
3 | 23 & o ol ol wl ol mlalalalaloT=— hi differs ‘sharply from M. macrops and bears
5 Ei Sl g G =] 22 y orbital -width, this species g\
S § R 3| & ?:c ; g ; 33 =] 3 &l s0me sumlanty ‘with - Hemieulter, ' especla,lly with the Upper Yangtze
LT af & o al il LTI TR TITT H. liui, in which the abdominal keel is postventral and the lateral line
S g 5 g 8 g gl g| sl @l 23 = 5 ' slightly decurved. Yet in all available Hemiculter specleihthetlﬁosttﬂntal
% I St ) el et St BT 8|8 they are narrow, as in the other Mega-
51 g ' > ‘ bones are broad, while in chcmg@ ey 'y
% gl - lobrama species. M changi is close also - to the species of the Upper Ya,ngtz]is
S8 gl gl gl &8l g alal gl o gl &l o 2o &l ~ genus Ancherythroculier Yih & Wu; yet in number of a,ngml rays, gi
altl! | g/l él sl g I rakers and in the shape of scales it remains closer, o Megalo rame.
| g ST e g 88 ed g elsliEly
2 fow al, [ N N . . ) ! — .
g ”:lj g[ &S 3 F % 8 c:é < 5 ;, SIal 3R 2 s Subgexms Megalob'mma Dybowsky, .1872
e R R R S RIS R R |
= ) : : o] R
g ;, ; = .| 2 a Sl @l 5l SleElalele g This subgenus 1:00 contalns two specles
I e e St S it el M ] Bl T T T B T ;
o : ‘E. RN ‘ ol e | g § 3) Megalohrama (s str) termmahs (Rmha,rdson, 1845)
PN - gogl o N ) ) o 14 ‘E 5 g Flg. 6
-1 -1 @ k —_ - h . oo 1og !
e BN AR Wl | Boa il = Slrw 4
29w E Bl R R ®l o ol Bl g | & 8 .
g - % Tl Bl g 2 ] ; ; S
SRR N RN BEl gl 8 ) H : Speclmens examlned 3
- =] a @ 2 | | 151 = 2 = = = B a ;
CELRLE R A A el s R RIS Z B B8 8 |  M.N.H.N. 34141, Yangtze, 1 spee 125.2 mm ;
e S CEU L U Y o ) 5] IO | " M.NHN. 34131, Yangtze, 1.spoc., 150.0. mm; . i
L ' N ‘- L %E- a ; ; MNHN 34137, Szechwan, holatype of Pwrosteobmma pe egmm,
| MBuSL paepuess jo 9 iy - I | spec., 148.0 mm; . 5o
' T : 2 B.M.N.H. 1851, 12.27 191, “China®, 1 spee 8.0 mm; |
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Lake Kaing-tze-Kiang, Hupeh, 2 Spec., 112.0—113.0 mm ;
Nucet, Romania (ntroduced from the Yangtze at Wu-chang), 5
Spec., 83.0—120,0 mm . '
S.N.M.

?
U. M. 130086, “China”, 3 8pec., 172.0—242.9 mm ;
U8 N.M, 91733, Suifu, 1 8pec., 204.0 mm ;
U.8.N.M. 130680, Canton, "1 Spec., 114.0 mm ;
U.8.N.M. 86060, “China”, 1 Spec., 130.0 mm ;
_U.S.:N.M'.f'94871, Canton, 1 8pec., 138.0 mm ;
U.8.N. M. 117780, Foochow, 1 spec., 116.5 mm
U.8.N.M. 87186, China, 1 Spec., 209.0 mm ;. :
U.SN.M. 86987, Foochow, 4 spec., 76.0—122.0 mm ‘
S.U. 25708, Canton, 2 spec., 99.0--112.0 mm, determ, 3. hoffmanni ;

A.M.N.H. 12934, Kwantung, 1 Spec., 197.0 mm, determ. M. ma- _

crosioma. (a manuseript nhame) ;
AMNH, 15612, Kywantung, 2 spec., 95.0—181.0 mm,.
DIII7; A 3/25:-29; 1, Iat. 52—59; 8p. br. 1520,

- Body rh'ombmdal; depth 34.5—45.59 of standard length ; caudal
peduncle'12.7}—1.5.9%;- least depth 9.5—11.89% : leagt depth 62.0—
—987.09%, of candsl peduncle léngth, Snout compressed and covered by
a well déveloped horny sheath, , ' S -

' By comparing the Kwantung . Specimens, including the two ones
(8.U. 25708) determined by Herre himself ag M. hoffmanni, with . ter-
minalis from the Yangtze and the Amur drainage, T did not find any
differences. I,. . Berg [1] and 7. 7. Nichols [5] have already suggested
that hoffmanng may be g Synonym of terminglis, Yin & Wu (in Hs, W,
Wu & others, [87) accept hoffmanni ag distinet Species, yet most values
(number of Scales, rays, body Proportions) they indicate for hoffmanni
are included within the variation range. of the same values in terminalis,

4) Megalobrama (8. str.) a'mblyeepha_‘la Yih, 1955.
. . : . Fig. 7 ! - B

Specimens eXamined ; 7 '

B.M.N.H. 1935. 10.19. 21, Hankow, 1 Spec., 116.0 mm ;

B.M.N.H, 1897, 1, 31. 29, Shanghai, 1 Spec., 212.0 mm

H.Z.8, 1816, Shanghai, 1 Spec., 278.0 mm;

M.N.H.N, 3963, Wu-chang, Hupeh, 1 spec., 185.0 mm ;

M.N.H.N. 07293, North Vietnam, 1 Spec., 239.0 mm

MN.H.N, 2706, Ningpo, Chekiang, 1 spec., 316.0 mm 3

M.N.H.N, 5046, Yangtze, 1 ‘8pec., 172.3 mm ; '

M.N.H.N, 91622, Shanghai, 1 Spee., 350.0 mm ;

AMN.H, 10972, Ningkwo, Anhwei, 1 §pec., 149.0 mm ;

AMN.H. 12190, Tungting Lake, Hunan, 2 Spee., 148.0—155.2 mm;

D IIL.7; A 2/ 2330 L. lat. 50—58; Sp. br. 12—19.

This species closely resembleg M. terminalis but hag & less rhomboidal
and deeper body (depth 39.4-48.09, of it length) and caudal pedunecle
(least depth 10.8 —13.49, of gt length and 83 —104 % of caudal peduncle
length) and the snout is less compressed and covered by a quite slight
horny sheath.

PLATE I

| “ ‘ inther ien-Ti R., Chekiang.
Fig. 1. — Megalobrama macrops macrops (Giinlher), Tsicn-Tang g

5.U. 32475

i rLh Vietnam,
Fig. 2 Megalobrama macrops affinis (Vaillant), Holotype, Nerth Vietn
19, . —_

M.IN.H.N. 9247,

£ < LT LT el E PR |
“ g [ ] : ” I\Odoa, Hainan, A.M.N.H .
Ii 3 Megalebrama rmiacrops affinis ( \‘al]ldllt).

g . 10965. .

ig. . rops affinis (Vaillant),
Iig. 4. — Megalabmma muaer ]N.M.W. ov5g

Kangkong R

Hainan,




o

M.NLHL 5113“0.

St o,

ating,

.

Szechwan, F

"Fig. 5. — Megalobrama changi (Chang), f(i

Fig. 6, — Megalobrama lerminalis (Richardson). Holot

pellegrini Szechwan, Ybe. of Parosicobrame

M.N.H.N. 34137, .

Fig. 7. — Megalobrama amblycephala Yin, Hankow. B.M.N.H. 1936 _10 19.21

Fig. 8. — Probable Hybrid 4. mger

h OPS affinis X M. ferminels
Vietnam. M.N,FLN. 55349, ferminalis,

North
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The nominal status of this species is rather difficult. B, amblyee-
phala as described by Yih in 1955 and figured in Wu & others [8] is surely
the species recorded by Giinther [4]. Nichols [5] and other authors as
M. bramule (Valenciennes). But the description of ILeuciscus bramula
by Valenciennes (in Cuvier & Valenciennes, {31]), is based on a Chinese _
painting and is so vague that it can apply to every species of
Parabramis or Megalobrama as well.

Hybrid M. macrops affinis x M. terminalis (%)

One North Vietnam specimen, M.N.II.N, 356347, 140.0 mm standard
length (Fig. 8) seems to be a hybrid between M. macrops affinis and M.
terminalis ; it has 28 branched anal rays (as terminalis), 52 scales, shape
of mouth as in macrops, no horny sheath, eye larger than the snout (as
in macrops) but smaller than the interorbital width (as in ferminalis) ;
the air-bladder was strongly damaged.
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DIE BILDUNG DER BLUTZELLEN BEI CYPRINUS
CARPIO L.

VoW

M. I. VARO

The haematogenesis of the anterior kidney in the carp Cyprinus carpio L. has
been analysed'by histochemical and eléctronmicroscopical methods, It has been
shown that the original bloodforming cell is the lymphoid haemoblast which
athroeytizes at trypan blue and it forms all the lines of the cells of blood :
plasmocytes, germinocytes, eosiniphils, basophils, a special type of lenkocytes

with clear vacuoles, erythrocytes, lymphocytes and thrombocytes.
Each of them has been characterized from the histochemical and submicroscopic

point of view, and ihe eosinophil granulocyte has been insisted upon.

Die bisher iiber die Blutbildung bei Knochenfischen unternommenen
Forschungen [4], [6]—[8], [10], [17] haben nur den rein zytologischen
Aspekt der Blutbildung vor Augen gefiihrt. Keine histochemischen Daten
sind angefiithrt worden und nur in einem einzigen Studium {17] wird die

submikroskopische Strukfur behandelt.
In vorliegender Arbeit, in der die Methoden der Zytologie, der

Himatologie, der Histochemie und Elektronenmikroskopie konvergent
angewendet wurden, beabsichtige ieh, die Blutzellen zu charakterigieren
und einige noch ungeliste Probleme betreffs deren Identifizierung zu
kliren : die Homologie der Blutzellen mit den Blutzellen der hoheren Wir-
beltiere, ob es azurophile und basophile Granula in den Granulozyten. gibt,
welches die zytochemische Zusammenstellung der eosinophilen Granula
und welches die submikroskopische Struktur der Blutzellen ist.

MATERIAL UND METHODE
F Klatschpréiparate der Vorderniere werden mit Osmium- oder Formoldampi, mit Maxi-
movs oder Hellys Fixierldsungen, mit Methanol oder essigsaurem Alkohol fixiert. Bei diesen

oder bei frischen Priparaten wird die klassische Methode angewendet, um die Lipide, die
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Kohlenhydrate, die Enzyme und die Endgruppen der Proteine nachzuweisen, Diege einzelnen
Methoden haben wir dem ausgezeichneten Buch von Bover-Fortezg eninommen, wo sie fiir
Himatologie angepalit sind: P J S nach Hotchkiss fiir Mukupolysaccharide und Glykogen,
Alcianblau nach Mowry fiir saure Mukopnlysaccharide, Sudan Schwarz B nach Shelman und
Starey fiir Lipide, Fenlgen fiir DNS, Methylgriin-Pyronin nach Kurnick fiir RNS ung fiir die
basischen Proteine Eosin 0,19, PH 8,2, Biebrich Scariet 0,019, PII 8,5, Fast green 0,19 pH
8,2, Solochromeyanin PH 3. Zink wurde durch die Methoden mit Zirkon und Dithison sichtbar
gemacht, Tryptophan durch die Methode mit Nitrit-AIdehyd, wihrend die Methode mit
ﬂ-G]yzerophosphat-Ca und Naphthol-A8S Phosphat-Fast-Garnet GBCG die alkalischen Phos-
phatasen hervorgehoben haben s mit G]yzerophosphat Pb una Naphthol AS-Mx Phosphat --
Fast violetred wurden die sauren Phosphatasen kenntlich gemacht ; das Naphthol Chlorazetat
AS~LC~Azetat Fast Blue B weist die Esterase nach, dag Erscheinen des Himoglobins wird
nach der Methode Bover verfolgt, wihrend die zum Kirebszyklus gehérenden Dehydrogenasen
hach Lillle nachgewiesen werden, ‘

Fiir die Elektronenmikroskopie wird mit Osmiwmsgure 1% in verschiedenen Puffern
von 0,16 M (Veronalazetat, Kakodilat oder Kollidiny fixiert und in VestopaI.Weingebettet.
Die Blocks werden mit einem Glasmesser durchschnitten, mit einem Ultrotom LKB nach emer
Doppeligrbung mit Uranylazetat und Bleizitrat ; die Schnitte werden an einem Hitachj Elektro-
nenmikroskop untersucht und fotografiert,

ERGEBNISSE

Die St;a,mmz_ell_e der Bluizellen ist nach einigen Autoren der Hamo-

blast, der aus undifferenzierten Bindegewebszellen hervorgegangen ist,

genauer aus einer Retikulumzelle. Dey lymphoide Hamoblagt ist auch bei
Amphibien und Sauropsiden beschrieben worden. Ry ist von grofer
Gestalt (13w), mit einem fein granulierten Kern (9u) und das basophile
Zytoplasma kann leicht von den iibrigen Blutzellen unterschieden werden,
Was die Retikulumzellen anbelangt, so kinnen sie leicht mit Hilfe von
Einspritzongen mit Tripanblau oder Chinatusche hervorgehoben werden.
Sie athrozitieren sei og im Endothel einiger Nierenkanile, sei es im Blut-
gewebe der Retikulumzellen.

Im himatopoetischen Gewebe der Niere gibt es sowohl Histiozyten
der Art nresting wandering cells” gs auch Malrophagen der Arg rp2I0I-
boid wandering cells” von Maximov. Tatssichlich bilden die linglichen
Histiozyten die Zellen des N1erenretiku=lumgewebes, aber auch das Endo-
thel der NierengefiBe, was sich feststellen 1485, wenn Trypanblau athro-
zitiert. In diesem Retikulum-Endothelsystem wird derart der lymphoide
Himoblast nachweisbar, der die Stammzelle aller Blutzellen ist. Die
elektronennﬁkroskopischen Bilder zeigen aper einige Homologien zy
héheren Wirbeltieren. So gibt es z. B. in den Keimzentren der Sdugetiere
Immunoblasten, Germinoblasten und Germinozyten. Bei den Immuno-
blasten gind die Polysomen im ganzen Zytoplasma, verteilt, wo -sie Anhin-

chert, Ein andereg Charalkterigtikum dieser Linie ist die Neltenheit deg
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i etiknlums, das in Form von sebr raren Blischen im
%n%gg%:zaztic%;cgeiﬂung tri’tt. Das Vorkommen eines Eggastoplagma:si
inyden Retikulumzellen fithrt zu der Bildung der_plasmozytlschep Linie :
Plasmoblast, Proplasmozyt und Plasmozyt. Beim Karpfen tr11f;11); tﬁhese
ergastoplasmische Linie als eine Blase auf. Der Fh:l‘klec_glusli ha eM%m
Anfang der Differenzierung an der Ksarnmembrla,n. Die ling che]i : ito-
chondrien und der Golgi-Apparat wird von einer grofien Anzahl von
Mikroblasen begleitet. Das Vorhandensein solcher Elemente kann nur
elektronenmikroscopisch ‘deutlich nachgewiesen Werdejn.

Besonders erwihnt sei beim Karpfen .der.a,zurophl!e Leukozyt, der
von Heider so genannt wurde. Die Bezeichnungen, die im Lanfe der
Jahre aufgekommen sind, zeugen von Mangel an zytologischen _Kmte]:llgn,
die fiir ihre Bestimmung und die Aufsj_;ellung der Homologie mit gp -
kannten Elementen der Himatologie hitten herangezo‘gen werden Ii)gmen.
Wie man solche Zellen aunch immer bezeichnen mag, konnen sie nic T]r)qn
Elaren, glinzenden Vakuolen, zytochemisch charakterisiert werden. : ie
jungen Elemente sind grof, mit basophilem Zytoplasma und %Ilcﬁz?ir} Ti-
schem Kern, wie eine bikonvexe Linge. Um den Zentrosom tritt im ba_ 1&1111
des Myeloblastes eine Anhiiufung von klaren Vakuolen auf, die b_el en
Progranulozyten zahlenmiBig anwachsen, so dal vom Myelozyt_ tI.S ‘zrum
Entwicklungsende das Zytioplasma zahlenlose Vakuolen ani:fweés . 2111
stabkernigen azurophilen Leukozyt an bis zum reifen Granulozy é(l%z'l; 0
philen Leukozyt) verliert das Zytoplasma sehr viel von seinen Btesta,n Ltetlen.

Es soll daranf hingewiesen werden, daB infolge der Giemsafirbung
einige Karpfenrassen — var. rex. CYPrinorum - Gra.nula. mit reichem a]gut
rophilem Gehalt aufweisen, die sich intensiv flunkelvm_le!:t tirben. ; el
den Abarten aus der Zuchtfischerei ,,Nucet” weisen nur elnige Exemplare
dunkelviolette Granula in ihren Vakuolen aunf. Solche Zellen I_:Labenb(lan_:lége
infrastrulturale Merkmale, die sich von den_ echten-Azurophllen }a; % eif
lassen, wenigsten im Falle d}e;s Karpfens, wie vor allem die rasche En

i ie sie durchmachen, ‘ -
mcmﬁg,jlﬁzeﬁezenen gind sehr reich an endoplasmatischem Retl_ku%um,
der in dem Ma8 abnimmt, in dem die Zellen an das End_g der Entwicklung
gelangen ;- dafiir herrscht das Hialoplasma meggenmalhg vor. _

In diesemn intratissularen Raum — denn diese Zellen befinden hsmh
nur in geringen Mengen im zirkulierendsn Blut — beha,lten' die Mﬂ:p% obn:
drien ibre Funktionsmerkmale bei. Der Reichtum an Christae WelsP h el
diesen Mitochondrien auf die intensive Aktivitit der oxydativen 08-

phorylierung.

Der Mangel an enzymologischen Reaktionen sowie an spezifischen

i i kuolen weist diesen Zellen einen besonderen Platz
'550133;2330 l?ne%ir,[ a‘lfsa sie nicht zum zirkulierenq._en Blut gehoren. Dieser
Zeilentyp igt mit keiner anderen Blutzelle der héheren erbeltlerle homeo-
logierbar. Die Unbestéindigkeit des Vakuolengehajlnt‘.s, der Mange hem_lgeﬁ'
chemischen Komponenten in diesem Strukturgefiige, die histoe imﬁc
nachweisbar wiren, fiihrt dazu, diese Zellen als Zellen mit klaren Vakuolen
zu belz)ei?hﬁ:lg]zli'nophilen weisen dagegen alle _Bigenschaften auf, _die bei
hioheren Wirbeltieren aufweisen, Histochemisch bptxiachtt?t, weisen lmg
dadurch, daB sie sich mit Hosin Y bei PH 8,1 mit Biebrich-Scarle
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Fast green, Fast green Rosin ebenfalls bej PH.: 8,1 ziegelrot tiirben, auf
einen: Gehalt an basischen Proteinen vom Typ der Histonen hin. Genaner
gesagt, -enthalten sie.-ein argininreiches  Gemisch von - kationischen Pro-

teinen mit einem isoelektrischen Punkt; der oberhalb von 11,0 liegt. Sie

-férben. sich, :wie beréits erwihnt, bei hohem PH mit sauren Farbstoffen,
Auch Tyrogin und Tryptophan wurde darin, nachgewiesen. Die Reaktionen
der Mukopolysaccharide fallen Positiv aus, So ist die Reaktion PJS. in
den eosinophilen ‘Granula,. intensiv Positiv, wobei in einigen Zellen - auch
cine gewisgse Menge von Sulthydrylgruppen vorhanden-sind, die mit. Alei-
-anblan nach der Hydrolyse .mit-Perameisenséi,ure;. Teagieren. :

In den Zellen kommep- folgende Enzyme vor : alkalische Phosphatase

Verfahren ;. unspezifische Esterase durch die Methode mis Naphthol
AS-LG-Azeta,t:-—.]i‘.a,st‘garnet GBC -oder: Fast blue B; Peroxydase nach
der Methode - Sato . und. Kainovsky... . . - . e

“Von den ~Dehydrogenasen sind' die Milchsiure-, Zitronensiure-,
Aptelsgure-, ‘Succing < Alfa,glyeerinphoSphatdehydrogenase nachgewiesen,
Dazu kommt noch, daB die eosinophilen. Granula die Zinkreaktion sowoh]
mit Dithison als aunch mit Zincon (2—Ganboxy-2-hydrt)'xyft“)-sulfoformazol)
eingehen. .-‘Das.ZytoplaJsma,wweist wenige Blischen und ergastoplasmische

und -ein . charakteristisches . Kristalloid. | -
-Die Basophilen sind schwer zy sehen, weil sie die ihnen eigene Metg-
chromasgie nicht aufweisen. Hingegen werden sie elektronenmikroskopisch

Gehalt, mit stellenweise intensiver Opazitit tillen dag Zytoplasma  gang
aus. In einigen Fallen kann beobachtet. werden, wie diese Zellen die Lympho-
zyten einverleiben, eine Erscheinung, - die ihrer Funktion eigen - ist.

_:Dureh- die :grofe : Anzahl an- Polysomen weisen  die Lymphozyten

granulierten kugeligen Nukleolns. e S _

- Die Erythrozyten gehen selbstverstindlich die,Blanco-quer-_Reak-
tion_fiir Himoglohin -ein, wodureh sich. die Erythrozytenlinie (Proery-
throblast, Normoblast , Brythrozyt) aufstellen 148t, indem das Himoglobin
erst in Form won schwarzen Flecken in Erseheinung tritt, die immer
grofer werden, bis sie SchlieBlich die ganze Zelle ausfiillen. Der, Proerythro-

_ blast. zeichnet sich durch ein klares Hyaloplasma mit langen Ketten von
Polysomen aus, die sich gerade. oder gewunden:‘ges\ta,lten, durch. wenige

aktivitdt stattfindet. Der. Normoblast weigt. im Q-ue_rschnitt_,ein,eck_'iges
Aussehen aunf, die Polysomen sind viel seltener, da das Hyaloplagmy jetat
-von Hiamoglobin angefiillt ist. Der-_Golgi—Apparat,und die Mitochondrien
- 8chrumpfen ein und mit, der  Zeit bif auch die, Kernmembran die
Poren ein, . . B L e o

TAFEL 1

1, Reticulumzellen. Eingpritzung des Tieres mit Tryp:nl;lallil; 2,_5;);3’2:??(1\0?;1{-11121{;)}-
] \ i 3, Eosi i ; Zelle mit e .

blast, Methylgrin-Pyronin ; 4, Eosinophil. Giemsa; ' it L enolen.
iel 3 - iin-Pyronin; 6, Promiclozyt. Methylgriin-Pyronin ;

Giemsa; 4, Lymphozyt. Melhylgriin Pyronin ; ’ 1 - Methylgran.1 !

7, Eesinophil, Mukopolysaccharide PJS; 8,. bEO'Sl]nDSph]li LBa;p&,Il_icléc5 -P;(C)}LuEn;éinEogillﬁ.
[ . inophil. Basische Proteine, Biebrich- lcar al. NN A it L

I;Jf{s?s’czh’eu’%iﬁlizep Fast green, pH 8,1; 14, Zelle mit klaren Vakuolen gefill mil
; Mukopelysacchariden. Giemsa,




TAFEL |1

12— 23, Bosinophile; 12, Zn nach der Zinconmethode ; 13, Normoblast, Hiimo-
globinreaktion nach Bover; 14, Peroxydase, KarnovskyLReaktion; 15, Tryp-
tophan, Aldchydﬂ\litriLmethode; 6, Saurc Phospliatase, Naphthol AS-MX
Phosphal Fast violetred ; 17, Alkalische Phosphatase, Naphthol AS-MX Phos-
phat-Fast Garnet, GBG; 18, Unspezifische Esterase. Naphthel AS-LC Azetat-
Fastllne B ; 14, Apfelséi.ure‘-Dehydrogenase; 20, G]yzcrophosphat-Dehydrogenase;
21, Lak.tal;-Dehydrogenase; 22, Sukzinat-Dehyd‘rogenase; 24, Isozilrat-Dehydro-
genase,

TAFEL III

24, Immunoblast; 25, Normoblast 26, Eosinophil.




TAFEL IV

TAFEL ¥

29, Proplasmoblast; &80, Lymphozyt.
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Die Spindelzellen weisen einen sehr chromatischen Kern mit gut
entwickeltem Nukleolus auf, eine Zentrosphirve mit einigen Golgisaculi :
einige Mitochondrien und Rhibosomen, die das Zytoplasma anfiillen.

Laut dieser Beschreibung kénnte man fiir die Abstrammung der
Zellen im Laufe der Blutbildung beim Karpfen folgendes Bild aufstellen :

Undifferenzierte Bindegewebezelle
Lymphoider Himoblast
rarrr—_ ———

|

o v '

Plasmeblast Imunoblast Myeloblast Proerythroblast grofler jlingste
Lymphezyt Spindelzelle

Proplasmozyt  Germinoblast Progranuolzyt Normoblast J, l

Plasmozyt Germinozyt Myelozyl Erythrozyt Lymphozyt Spindelzelle
!

Eosinophil Basophil Zelle mit klaren
Vakuolen
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LES CELLULES NEUROSKECRETRICES DES GANGLIONS
VENTRAUX DES CHILOPODES ANAMORPHES

PAR

C. PRUNESCU

In Scutigera, the ventral nervous ganglia have two types of neurosecretory cells ;
A and B ; in Lithebius we find three types: A, B, and C. The celis of the types A
and B in Scutigera and of the type B in Lithobius are deseribed for the first time.

Nous avons abordé I'étude des cellules neuroséeréirices des ganglions
ventraux des Chilopodes, car, selon nous, elles pourraient jouer un rile
important aussi bien dans I'indnetion que dans la différenciation des carac-
téres sexuels secondaires.

Dans ce travail nous ne nous occupons que des ganglions méta-
mériques des segments pédiféres chez un seul représentant des ordres
Soutigeromorpha et. Lithobiomorpha.

Si I'on n’a pas entrepris d’études spéciales pour Scutigera afin de
déceler la neuroséerétion des ganglions ventraux, il n’en est pas- de méme
pour Lithobius, oli, grice & Gabe [1, 2], Palm [4] et surtout & Scheffel
{5] nous connaissons un ben nombre d’éléments qui caractérisent morpho-
logiquement ce phénoméne,

MATERIEL ET TECHNI QUE

Plusieurs individus males et femelles des espéces Scutigera coleopirata L. et Lithobius
forficalus L. ont été fixé an liquide de Bouin, clarifié 4 Falcool butylique et inclus dans la pa-
raffine. Les coupes sérides, horizontales et transversales, de 6 a4 8 p. d’épaisseur, ont été colo-
rées, aprés oxidation permanganique, 4 la fuchsine-paraldéhyde, chromotrope 2R, orange G,

vert lumidre (Hiibl), 4 I’hématoxyline chromique-phloxine {Gomori) ou & la Psendo-isocianine
(Sterba),

REV. ROUM, BIOL.-ZOOLOGIE, TOME 16, N¢ 8, p, 147151, BUCAREST, 1070
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DESCRIPTION DES RESULTATS

I. Ord. SCUTIGEROMOBPHA — SCUTIGERA COLEQPTRATA

Le développement excessif deg ganglions ventraux deg seginents
pédiféres, mis en correlation avee la grande vitesse de déplacement et
avec les réflexes tros vifs des Seutigera, ont conduit 3 I'union des ganglions
par la disparition des connectifs. Cecl rend assez malaisée lg précision
des limites des deux ganglions.

Chez Soutigera, chaque ganglion ventral dun segment pédifére
contient deux types de cellules neuroséerétrices ;

Type A « Les cellules neuroséoréirices antérieures » sont disposées en
deux groupes symétrigues, chacun comprenant 6 4 10 cellules, situées
aux extrémités antéro-ventrale du ganglion, & petit diamétre de 9—-10 u
el & grand 15—23 . La majorité des axons sont divigés en sens antéro-
dorsal et émergent des gangliong par un nerf qui se bifurque en une bran-
che, ventrale, et une autre dorsale. Les axons d’autres cellules neuro-
séerétrices antérieures se dirigent vers le micropyle ou en direction posté-
rieure,

Les cellules neurosécrétrices antérieures se' caractérisent bar une
activité séerétrice intense beu prés continue.

Le matériel bysophile apparait constitué par des granules de taille
moyenne, seulement pendant leg phases d’activité neuroséerétrice. Durant
les phases actives, la quantité de séorétion augmente, les granules fusion-
nent et le périkarion semble vernj par le colorant compact qui se trouve
dans le cytoplasme. Souvent on beut observer aux ganglions susmention-
nés, au point de sortie des nerfs dorsaux, une grosse goutte de séerétion.
11 est probable que I3 séerétion soit restée dans les axons, mais leg limites
de ces derniers ne peuvent étre observées par les moyens optiques, de
sorte que la goutte de séerétion basophile est le résultat du rapprochement
d’vn nombre d’axons pleins de mneuroséerétion.,

Type B « Les cellules newuroséorétrices postériewres » sont placées
Pextrémité postérienre des ganglions ventraux dans la zone latéro-dorsale,
immédiatement sous lo perineurium.

Chaque ganglion posséde une seule paire de cellules de cette caté-
gorie, Les axons de ces cellnles sont dirigés symétriquement vers 1g, partie
médio-dorsale du ganglion,

Le grand diamétre des cellnles
le petit diamétre mesure environ 44
10

du type B varie entre 25 3 40 © eb
¥, Mmais an noyaw il ne dépasse pas

3 Indifféremment de 1a phase fonctionnelle, 1a neurosécrétion, dans
la cellule corame dans Paxon, est formée de fing granules, basophiles, plus
Ou moins nombreux, '

IT. Ord. LITHOBIOMORPHA — LITHOBIUS FORFICATUS

A la suite des recherches de Sehetfel (5) on sait que dans les ganglions

ventraux de L. forficatus il ¥ a deux types de cellules neurosécrétrices,
antérieures et postérieures. ‘
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Le matériel que nous avons étudié confirme l’existgrgce de ces deux
types de cellules et indigque anssi la présence d'une troisieme catégorie,
sgmblable aux cellules neurosécrétrices pioténeu're‘s de Scumgem coleoplrota.

Le type A « Cellules neuroséerélrices amiérieures » _déerltes_ pour la
premiére fois pas Scheffel, dans la zone ventrale, médlo-a,ntg’aneure des
ganglions, sont petites, ayant un diaméire d_’enwr_on 8 . Disposées en
deux groupes symétriques, formés chacun approximativement de 2-—3
neurcones, elles ont une faible activité sécrétrice, constituée par de ‘raires
granules de sécrétion basophile. Ces cellnles sont difficilement ’v1s1]o es,
aussi arrive-t-il parfois de ne pouvoir les observer.durant Ia phase d’activité
plus' réduite. Ainsi done, la certitude de leur existence dans tous les gan-
glions doit étre déduite surtout de la présence de cellules homologues,
chez d’autres groupes de Chilopodes (Scc_)lopmdf_ﬂomowpha). :

Le type B* « Cellules newaséc?étrwgs paires » observées pour la
premiére fois par nous, sont situdes 3 un niveau légérement a,ntérlel}r par
rapport & celui des cellules nenrogéerétrices _posténeures.(type C) décrites
par Scheffel. Les granules de séerétion sont fins et ne fusionnent pas entre
eux. Les axons se dirigent symétriquement vers la zone médiane du

3 1011, .
ganglﬁe diamétre de ces cellules est d’environ 20 ¥, et de ce point de vue,
elles ne différent pas trop des cellules neurosécréirices postérieures prés

uelles elles se tromvent.
desd De méme que chez Scutigera, les cellules de type B sont représentées
dans chaque ganglion par une seule paire.

Type C «Les cellules neuroséerétrices postém‘ewes » (ce]lulqs ¢ des
hinteren Typs» de Scheffel) sont grandes, & diametre de 15 & 20+ ws
deux groupes formés de 5 4 6 cellules disposés symétriquement aux ex tré-
mités latéro-candales des ganglions. La sécrétion de ces cellules,inten-
sément basophile est dun grand débit.

DISCUSSIONS

On constate, des données encore inédites dont nous disposons, que
Pon trouve aussi chez d’autres groupes de Chilopodes les cellules neuro-
séerétrices de type B et qu’elles sont toujours situées vers extrémité
postérieure des ganglions ventranx des segments pédiferes,

Les cellules de type A, semblent étre homologues -chez Saut@'gem
et Lithobius, malgré leurs dimensions et le rythme différent de séerétion.
1l est & supposer que chex Lithobius, en raison de nécessités spéciales, la
quantité de substance active provenant de ces cellules, est plus réduite
que chez d’antres Chilopodes. e T

Les cellules neurogéerétrices postérienres (type (), qui existent chez
Lithobius et chez d’autres Chilopodes, paraissent faire défaut chez Seu-
tigera. - L -

! A Pétat actuel de nos connaissances sur I neurosécrétion des gan-
glions ventraux des Chilopodes, cette absence est inexplicable. Toutefois

*} R. Jely (3) présente dans Fimage 21 une cellule neurosécrétrice de Ia chaine nerveuse

: ventrale de L. forficatus, 11 parait qu'il s’agit d'une cellule de iype B.
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Scutigera

Lithobrys

Fig. 2. — Sculigera colespirala — Les . cellules  neoro-
sécrélrices antéricures {Lype A).

Tig. 3. — Seutigerar coleoptrata — Cellule neuroséerdlrice

postérieure (Lype B).

Fig, 4. — Lithobius forficaius — Quatre celinles nenro-
sécrélrices antéplcures (type A).

Fig. 5. — Lithobius forficafus — En  haut, unc ecellule

neurosécrélrice paire (Lype B); en bas, une cellule

neurosécrétrice postérieure (type C). Techniques : fuchsine

paraldéhyde, orange G, chromatrope 2R, vert lumiére.
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on pourrait envisager I’hypothése, assez plausible d’ailleurs, selon la-
quelle le groupe antérieur de cellules neuroséerétrices de Scutigera se
serait formé par la migration concomittante, dans cette zone, des cellules

. antérieures (de type A) et des cellnles postérieures (de type O) du ganglion

précédent. Etant donné la disparition des connectifs et la fusion des gan-
glions, on pourrait admettire cette hypothése, au moins tant que Pon ne
saura pas avec précision la composition spéeifique et le réle de la sub-
gtance active produite par chaque type de cellule neuroséeréirice.
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LA NEUROSECRETION CHEREBRALE AUX STADES
AVANCES DES ESPRECES DE CAENIS
(Fam. CAENIDAE, 0. EPHEMEROPTERA)

PAR

A, BAFPTOIU

The advanced instars of the Caenidae show neurosecretory phenomena, increasing
gradually. They reach a maximum in the imago. The reproduction stages develop
synchronic with this terminal cycle,

En 1933, Arvy et Gabe ont décrit des phases des eycles neuro-
- erines chez de diverses espéces d'Ephéméroptéres, 3 I’éxception des
Caenidae. [1,2, 3, 4], . ‘
En partant de la conclusion que eet ordre d’Tnsectes présente, comme
caraetéristiques endocrinienne, atténuation et la disparition chez les
- adultes des phénomeénes neuroséeréteurs, nous avons entrepris, dans un
ouvrage antérieur I'étude des Baétidae, formes 3 vie imaginale la plus
longue. En constatant que chez les formes imaginales Iactivité des neurones
de la pars intercerebralis est intense et nuancée dans le temps, nous avons
considéré qu’il est nécessaire de confirmer et de compléter ces données
chez les formes totalement opposées, ayant une vie aérienne trds courte,
eomme les Caenidge.
Oe groupe présente quelques particularités morpho-physiologiques :
la phase sousimaginale a une durde de quelques minutes et la phase ima-
. ginale de quelques heures ; la ponte est explosive, étant accompagnée de
- -déchirements et &vaginations létales des organes. [6].
A cet égard, une dtude paralldle des Processus neuroséeréteurs et
des moments de la reproduction promet d’étre .significative.

* MATERIEL ET TECHNIQUE

Les captures ont été faites aux alentours dulac Bineasa de Bucarest, au mois de juillet
et au bord dy Danube, 4 Briila, au mois de mai,

REV, ROUM. BIOL.-ZOOLOGIE, TOME 15, KO 3, p, 163 — 158, BUCAREST, 1870
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Nous avons utilisé des exemplaires des deux sexes des espéces Caenis robusta et Caenis
horraria, capturés dans la nature pour éviter les influences traumatisantes du laboratoire. Le
dernier stade aquatique, de nymphe avancée, a ¢té établi morphologiquement d’aprés la colo-
ration générale de la cuticule, le degré de pliage des ailes dans les gaines alaires, le dévelop-
pement ovarien et l'évolulion du tégument. Les nymphes ont été capturées quelques heures
avant la mue sousimaginale. Pour le stade de sousimago, des exemplaires éclos dans Ia
nature ont été capturés aussitét aprés leur envolé & la surface de 'eau. La durée de la vie
gousimaginale étant de 10° au maximum, les fixations ont été faites dans ce laps de temps,

Pour le stade imaginal nous avons utilisé : 1) des exemplaires tout récemment obtenus

des sousimagos capturés dans la nature et maintenus dans de bonnes conditions jusqu’a la -
mue ; 2) des exemplaires Q descendant vers la surface de 'eau aprés le vol nuptial; et 3) des °

femelles déposant Ia ponte.

Les fixations ont été faites dans Zenker, Helly et Halmi, les sections de 5—7 tt colorées :
4 la fuchsine-paraldéhyde (Gabe), hématoxyline-chromique-phloxine (Gomori) et azan (Hai-

denhain).

RESULTATS OBTENUS

Des aspects de la neuroséerétion de type A, au sens de Nayar (1952),
ou A, B, d’aprés Bern (1962), sont évidents dans la pars intercerebralis,

des nervi corporis cardiaci I et corpora cardiaca, chez tous les stades étudiés. -

1. Nymphe avaneée

Chez les nymphes de deux sexes, on pent observer dans les neurones |

de la pars le commencement d'une activité concrétisée dans I’élaboration

des granules qui, dans cette premidre phase, présentent une fuchsinophilie = .
accentuée. 1ls sont groupés en ilots, sépards par des zones de cytoplasme,
encore libres de granules. Les cellules les plus chargées ont des agglomé- :

ration du produit élaboré ‘aussi dang le cone axonal,

Dans toutes les cellules, le noyan est nettement visible, n’étant pas ‘f
encore estompé par une accumulation masgive. Le diamétre moyen du .

noyau est de 3,6 & 4,6 w et celui des cellules de 7 &4 9 p.

Ce commencement de la sécerétion est accompagné de déversements

axoniques initiaux qu’on peut observer seulement dans quelques péri-

caryones situés dans les régions internes, médio-sagitales des deux ilots :

neurosécréteurs, suggérant une activité qui commence et s’accroit gra~

duellement en irradiant, & partir de la zone interne les régions latérales,

externes et dorsales de la pars intercerebralis.

Dans ce stade, le nombre des neurones en activité est plus petit .

(8 —10) qu’anx stades suivants (16—20). (Fig. 1 A, B).

Les trajets des nervi corporis cardiaci I sont jalonnés de granules
sur toute leurs étendue en montrant que le réservoir cardiaque est en train. -

de se remplir (PL I, fig. 2, PL II, fig. 8). :

Ohez la nymphe @, la proportion des granules élaborés et déversés :
est sensiblement moindre que chez la nymphe 3. (PL I, fig, 1, P. 1L,

fig. 7).
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2. Sousimage

L’activité commencée chez la nymphe, se continue en s’accentuant
avec l'accroissement du nombre des cellules actives, dont la cytoplasme
est chargée de plus en plus de granules de petite dimension. (Pl I, fig. 3,
Pl II, fig. 9) en méme temps, que §’intensifie le transport intraaxonique,
le long de n.c.e.l (PL 1, fig. 4, PL II, fig. 10). :

Fig. 1. Reconstitution sagitale des'deux zones médianes symétriques de la pars infercerebralis,
A, B nymphe avancée §; C, D imago ¥9 pendant la ponte. Dessin 4 la chambre clairve, X 600,

Chez le sousimago méle, eette activité est plus intense par rapport
a celle de la femelle. Les granules finissent par s*unir, en formant des
trainées continues dans la région caudale des deux nerfs cardiaques; dans
le réservoir cardiaque ils s’unissent en formant de véritables corps de
Herring (P. I, fig. 4, PL. II, fig. 10).

3. Imago

Nous avons considéré I'imagoe Q@ an cours de la ponte, comme un
moment significatif parce que la vie imaginale chez les espdces du genre
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Caenis est trds bréve (1—2 heures) en finissant pratiquement avec la
ponte. Dans ce stade on arrive & un maximum de I’
cérébrale,
.. Les cellules de la pars sont trés chargdes,
sivement colorés (PL I, fig. 5) .
' Le nombre des neurones actifs se sont doubiés
modifié. Les zones dorsales des deux ilots médians fonctionnent inten-
sivement, les péricaryones étant groupés en batteries actives présentant
une unistratification & la surface. On peut y voir une couche .
non pas un groupe compact, i disposition verticale, comme chez la: nymple
(Fig. 1). Le diamatre mo
de 9—10,5 p.. Les axons sont pleins et tout le trajet du =.c.
par une grande quantité de produit (PL I, fig. 6). La déposition des ceufs
dans 'eau a lieu en méme temps. Chez Pimago méle, les processus sont
moins accentués (PL I, fig. 11—12). _ -
On peut conclure qu’aunx espdees étudides, le cycle neurosécréteur
mence & devenir évident chez la nymphe avancée, et qu’il s’accentue |
sousimaginal, pour culminer chez :

aux granules denses, inten-

et leur disposition est

Gom;
graduellement au cours du bref stade
Pimago.

Ici Iintensité du processus
niveaun rencontré chez les larves

est maximale en comparaison du faible
et les jeunes nymphes.

DISCUSSION DES RESULTATS

Chez la nymphe au dernier stade,
terminés. En tenant compte que c’est 4 peine maintenant que commence
I'élaboration la plus massive dans les cellules neuro
que cette production vise particulidrement le passage & la vie aérienne, done
les phénomenes de reproduction (accouplement, ponte). Le processus tous
enfier apparait orienté vers le stade d’imago. S

PLANCHE I (Caenis )

A gauche, cellules neurosécrétrices de la pars infercerebralis i diverses phases et divers
stades; & droite : Ie complexe nervi corporis cardiact I-corpora cardioca au stade respectif,
Coloration 4 Ia fuchsine-paraldéhyde (Gabe). '

1. C.n.s. pars inlercerebralis au commencement
la nymphe avancée de Caenis robusta X 720,

de Délaboration. Section sagitale chez ]

les processus de gamétogendse sont |

séerétrices, il est certain. |

activité neurosderétrice

active et -

yen du noyau est de 3,564 p. et celui des cellules
el. est jalonné -

2, Faibleé accumulation dans les eorpora cardiaea. % 720,

3. 4. C.n.s. en activité grandissante. On observe d’énergiques déversements axoniques.
Le jalonnement des trajets de n.c, c.l est net et la
d’importantes accumulations. Section transversale
X 720 et x 320.

5, 6. Imago ¢ pendant la

, chez le sousimago de Cuaenis robusta.

i
B

partie apicale des corpora cardiaea eontient

i

bonte. Batterie de neuromes en pleine activité et transport E

massif par le n.c.e.l. Dans les corpora eardigea les granules confluent dans deg accurnuiations

plutdt caudales. Sections sagitales de Caenis robusta. x 720 et x 320.




PLANCHE II (Caenis &

7, 8, Chez la nymphe avancée de Caenis robusia, I'activité s’est accrue auttant dans les
cellutes neurosécrélrices, gque dans lo complexe n.c.el—ee. x 720 et x 320.

9, 10. La plus intense activité chez le sousimago de Caenis robuste. Dans les corpera ;
eardiaca les accumulations sont importantes, ;

11, 12, Activité diminuée chez l'imago de Caenis horraria. x 720 et % 400.
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Ch. Degrange a établi que chez Caenis moesta et Caenis MACrUra
les jeunes femelles, immédiatement aprés la dernidre mue, placées expé-
rimentalement en contact avec ’eau, éliminent les ceufs par le déchirement
de I’abandon et le prolapsus de Pappareil digestif. Pour d’autres Ephémé-

* rides, le méme anteur a établi qu'il est impossible de déclencher le réflexe
de la ponte au début méme de la vie imaginale.

‘ Ces constatations peuvent étre corrélées d’une maniére gignificative
aux résultats de cet ouvrage. Ainsi, done, chez les espéces du genre Caenis,

- 1a réalisation facile d’une ponte peut étre attribuée, entre d’autres causes,
& Pexistence d’un important substrat hormonal résultant de I’élaboration.
et du déversement intense, protocérébrale, chez la nymphe avancée et
chez le sous-imago. Par eontre, la ponte tardive des espéces de Baétidae
et I'impossibilité de la forcer expérimentalement, refldte Pexistence, dans
ce eas, d'une période nenroséerétrice inactive an commencement de la vie
imaginale et que c’est & peine vers la fin qu’un nouvesu cyele neuroerinien
a lien probablement en laison avec la ponte.

En conclusion, les divers stimuli qui déclenchent expérimentalement
la ponte sont suivis ou non, d’'une réponse, en fonction de Pétape du cyele
neurosécréteur, qui apparait comme déterminant. Pour les femelles des
espéces étudides de Caenis, I'étape de la plus abondante sécrétion marque
le début de la vie imaginale, la ponte n’étant pas possible avant ce mo-
ment, en raison de 'absence d'un substrat hormonal favorable.

il y a chez les Baédtidae ovipaires deux périodes d’apogée d’un
cycle terminal ('une chez le sous-imago et Pautre chez 1'imago avancéd),
chez les Caenidae, ces deux moments se sont superposés formant un seul
eyele de bréve durée (quelques heures).

. Dans les autres stades du développement, une telle élaboration
éruptive n’existant pas, on peut conclure que l'extréme bridveté de la
vie aérienne est accompagnée d’énergigues mécanismes hormonaux,

Exception faite pour certaines suppositions Physiclogiques qui res-
tent sous la réserve des vérifications expérimentales, les données morpho-
- logiques établissent certainement Pimage d’une activité neuroséerétrice
. chez les adultes de ces Ephéméroptéres & vie imaginale la plus brave.

L’ordre Ephemeroptera apparait done étroitement 1ié aux autres
Plérygotes, démontrant ainsi la similitude & Pégard des mécanismes hor-
monaux dans les principales étapes du développement [5], [7]. L'idée
que cet ordre se singularise sous cet aspect, comme étant dépourvu de
phénomenes neurocriniens aux stades adultes, n’a pas été confirmée (Arvy
et Gabe). L'agastrie imaginale chez los Ephéméroptéres, représente done
une régression secondaire et non pas un caractére de primitivité.

CONCLUSIONS

1. Nymphe avancée : un nouveau cycle terminal débute dans les
cellules neurosécrétrices de Ia Pars intercerebralis. L'intensité des élabo-
rations et des déversements s'gccroit au fur et & mesure que la nymphe
awance. Chez la @, le phénoméne est plus tardif que chez le 3.

2. Bousimago : le cycle continue 3 g’intensifier. T.c nombre des
cellules actives et la quantité du produit élaboré et déversé augmentent,
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A ce stade, I'activité atteint son maximum chez le
réaliser le substrat hormonal de Iaccouplement.
3. Imago : chez le 3, Pactivité nenrocrine tire sur sa fin, tandis que
chez la Q@ ( surtout pendant la ponte) elle atteint son maximum, .
4. Les Caenidae, malgré la bridveté de leur vie imaginale, présentent
des phénoménes neuroséeréteurs protocérébraux de ce stade.
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INVESTIGATIONS ON THE DIFFERENTIATION IN ZONES

OF THE ADRENAL GLAND IN PHALACROCORAX
CARBO L.

BV

ANCA PETRESCU-RAIANU

On the basis of the analysis of morphological features of interrenal cords and
cells, the author considers that the adrenal glands in Phalacrocorar carbo presents
two quite distinet zones: a peripheral zone (analogous to the glomerulesa in
maminals) and a central zone. Though in certain sectors of the gland a fascicn-
lated disposition of interrenal cords was observed under the peripheral zone,
the morphological features of interrenal cells and cords do not entitle us to
assert the existence of a fascicular zone.

Though the differentiation into three zones of the adrenal gland of
mammals has been known for a long time, the physiological significance
of thig division into zones has only been elucidated after the works under-
taken by Deane and Greep [6], [11] and Chester Jones [4]. In accordance
with the results obtained by these authors, the functional division of the
adrenal gland was proposed, a theory generally accepted at present due
to the experimental evidence it is supported by.

A similar functional differentiation apparently exists also in other
classes of vertebrates, although numerous authors insist upon the struc-
tural uniformity of interrenal tissue in reptiles and birds in normal con-
dition. :

Researches effected by Sinha and coll. [24] and by Kondics [15],
[16] in Oolumbia livia domestica, by Fujita [8] in Gallus domesticus, by
Péerely [217] in Aectitis hypoleucos and Columbia livia domestica and by
Bhattacharyya and Ghosh in Passer domesticus [2] show that in- adult
Specimens, in normal conditions, the interrenal cords situated in different
regions of the gland present a similar morphological aspect. On the other
hand, Miller [20], Miller and Riddle [19], Sinha and Ghosh [23], Arvy
1], Péezely [21] and Sivaram [25], [26] describe in some species of

REV. ROUM, BIOL.~ZOOLOGIE, TOME 15, No 3, p. 159 —188, BUCAREST, 1970
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birds certain differences concerning the morphological aspect and the , . ales, that the interrenal cords are thinner subsequently growing in
histochemical pattern of interrenal cords situated at the periphery of- iﬁﬁiﬁegs and arriving to present the highest values in the central zonei
Hirman, congimg e eiousted Pelosamus scsitonsany syl en Tittor plainly fhom. thova of the Jaseionios s sontes pone: e
very: . . iffer plai rom ) o e R
well defined diffeventiation of interrenal cords, similar to that of mammals Zg%ﬁg geripll)iera,lione present amuch more marked eosinophilia, No differ-
[14]. This disposition of interrenal cords in three quite distinet zones’ gnce was recorded between the cells of the fascicular and of the central
has so far not been described in any other gpecies of birds.

L . o . . ones.
Taking into account the systematic position and the relationship % Table 1
3§ %ﬁ-ﬁ? ;%Oﬁgéfzgiluglggiﬁ?ggﬁﬂiOg(;?oa’tﬁ:a ‘Ygt,f;l:fg]:f (332‘-]:_31:\7 ﬁ_—? tﬁ%iﬁ;ﬂ"ggfﬁ"?; Dimensions of interrenal wuclel, eclis ard cords and the nueleoplasmatic ratie in the three zones:
carbo, Thickness Diameter Diameter
Zones | of cords of nuclei of cells N/P
() () ()
MATERIALS AND METHOS
: P.Z, 33.9 6,39 15,27 0.113
Adrenal glands of Phalucrocoraz earbo L., collected during the sexual rest period of
this species (September) served as study material. The animals were captured on the Suling Males F. Z, 41.2 95.49 . 1884 0.028
channel, at its flowing into the Black Sea. Adrenals were collected from 19 specimens (10 551 5.53 20.14 0.023
temales and 9 males). The material was fixed into a Bouin-Hollande tixing mixture, and sections _ ' .2 2 -
were stained with hemalaun and eosin, Measurements of the diameters of nuclei, of the dia- - P. 7. 29.9 6.60 14.47 0.132
meters of cells and of the thickness of interrenal cords from different regions of the glands were : 0.019
made by means of an ocular nticronteter. Data were processed statistically by variation analyses = - Feraales F.Z 40.9 5.70 2247 .
according to Snedecor, ' ‘ LGz 46.7 5.83 24.13 0.016
RESULTS ' - Diameler of the nuclei of interrenal cells. In males, as well as in

" females, the measurements of nuclear diameter showed value§ ve_rylsigni-
In view of establishing the existence and the degree of morphologieal ficantly different for ﬂuclel of-sthe é%t%]gf)na]lg :fggeﬁftgéevgfj;ﬁﬁm :g;f
differentiation of cells constituting the interrenal cords from the different . a8 against the two other zone (];)1 . - Dotween he values character-
regions of the gland, the following morphological aspects were analysed :' is'fgl% lofl)the fascicular and central zones, g
disposition of interrenal cords, thickness of interrenal cords, cell eosino-; (Table 1). ' . e of b .
ST : ; - . Diameter of interrenal cells. Comparing the resu $ of the measn
?a]?tliltl)a,o gilgéﬁgter of interrenal cells, diameter of nuclei, nucleoplasmatic i ments effected, we obtained in both sexes results very mgmfm]?ntly gfff(ﬁ-
. Disposition of interrenal cords. In both sexes, the cords of the inter- ent betwetf,n the pe&upheg'a,lleord selgisl, f?]:?etg{?hgf? I?i%d(’)o%l.d ;S ?nﬂﬁf] i ?33 : :
imay tigsue present, & different disposition according to the region of the of the fascicular and centra, zonet, differences between the cell diameter
gland. So, immediately under the connective capsule, the interrenal cords £ of nuclear dlametgr in,eahsuremex:1 S(’)f e wmces Petwoen the coll diamoter
are disposed in handles or curls with radiate orientation. In the greatest ! values of the fascmq ar ?Pnelinboth o central nono azo not significant,
part of the gland, interrenal cords situated under this zone begin to anas-; _ . N ucleop%asw;agff fm w{) e foxos the gudleoplasmatic ratio of
tomosize, being disposed inordinately without a precise orientation (Fig. 1), | interrenal cells o ifferent z o8 adrenl gland is difforcat. We
Nevertheless, in some regions the cords which leave the peripheral, sub- thus recorded very gignificant differences beteen
capsu}a;r zone, descending towards the central part of the gland, present

aspect, characteristic of the entire gland, but is limited merely to some ‘
sectors, we tried to see if there are any other morphological indices from

which a physiological differentiation of the cells constituting these cords ! . - DISCUSSIONS AND CONCLUSIONS
would result. S . .
Thickness of interrenal cords. The values obtained by measuring the ; As a result of the numerous experimental data which appeared

thickness of interrenal cords of the three above described zones (peri- | lately [3—77, [11], [12], [18], the hypothesis Whlich accouutﬁ fg‘;ﬁﬁ?ifdgﬁé
pheral, fascicular, and central) are very significantly different (p<0.001) | glon mto zones of the adrenal gland of mammals 28 an expres! lidated
(Table 1). In the peripheral zone it ix observed in males, as well as in different degree of maturation of the cells forming it, was invalida
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[28], [29]. At present it is generally accepted that the morphological divi.
sion into zones corresponds to a functional differentiation, each zong
secreting a certain type of hormones. Certain indications of division intg;
zones were likewise recorded in other classes of vertebrates, though somg
authors insist upon the uniformity of the structure of interrenal cords i
reptiles and birds. We are of the opinion that the data relating to the dif.
ferent morphological aspects of interrenal cords of the adrenals of lower
vertebrates must be interpreted in the light of the theory of functional
zonation. There are, nevertheless, some authors who maintain that in
birds the zonation is the result of a maturation gradient [14], [25], [26].

In adult specimens of certain species of repfiles [10] and birdy
[8], [151, [16], [21], [24], no morphological zonation of the interrena)
cords was recorded. Other authors observed differentiations during certain
limited periods of the annual cycle, both in reptiles [17] and in birds (23
or merely in immature specimens [24]. There are likewise data which alsg
show that the occurrence of a zonation of interrena! cords can be ex-
perimentally induced in birds [157, [16]. :

On the other hand, numerous papers bring important contributions
relating to the differentiation of interrenal cords within the adrenals in-
reptiles and particularly in birds, data which are in agreement with the:
results obtained by us in the present paper [1], [13], [19—22], [25],
[26]. According to these authors’ data, it seems that both in birds and in;
reptiles, the adrenal gland presents two zones : a peripheral zone and a
central zone, which differ by the disposition and orientation of interrenal!
cords,by the size of the cells, the volume of nuclei and chemical
structure. ‘

An exception is Pelecanus occidentalis, in which Knouff and Hartman;
[14] describe three zones altogether similar to mammals. From our studies:
on the interrenal cords in Phalacrocorax earbo, a species related to the
pelican, it ensues that this has only two well differentiated zones: a peri-
pheral one and a central one. Though in some sectors of the adrenals wel
observed a radial, fasciculated disposition of the interrenal cords situated;
immediately under the peripheral zone, we cannot admit that this wouldi
form another distinet zone, as the morphological features of its cells do:
not differ from those of the central zone cells. Knouff and Hartman'
assert that the fasciculated disposition of interrenal cords is well visible:
in the pelican, because in the adrenals of this species, the quantity of;
chromaiffin tissue is smaller than in other bird species. In this case the;
few and small islets of chromaffin tissue would not disturb the orientation;
of interrenal cords and thus their fasciculated disposition would be more!
evident [14]. As regards the quantity of chromaffin tissue, Phalacrocoram;
carbo fits into the same category as Pelecanus occidentalis. Nevertheless,:
the fasciculated disposition of interrenal cords was observed only in limited;
sectors within the gland, and these sectors do not coincide with the regions;
poorer in chromaffin tissue of the adrenal. From this fact we draw the:
conclusion that not only the guantity of chromaffin tissue would be res-:
ponsible for the zonation of adrenals, but that the cell funetional specific
character is certainly much more important. ‘

As regards the zonation of adrenals in birds, Kondics obtained ex?g
perimental results according to which the peripheral aldosterone secretory;

Fig, 1.—Portion of adrenal gland of Phalacrocorax carbo, which presents an inordinate
orientalion of interrenal cords descending from the peripheral zone.

Fig. 2. — Portion of adrenal galand of Phalacrocorax carbe, The fascic.ulat.ec_l arrange-
ment of fnterrenak cords descending from the peripheral zone is visible.
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: gone becomes evident in the case in which the cells making it up are in
hypo- or hyperfunction [15], [16]. Péezely, h'k(_ams_e, offers a very
: reasonable explanation to the zZonation of adrenals In birds depending on
. ecological conditions, more Pprecisely on the consumption of mineral salts.
{ The results obtained by us in Phalaaroeoragw carbo confirm both Kondies’
! resnlts and Péozely explanation. The specimens from which we collected
the adrenals were captured from a sodic habitat. Consuming water rich
/ in sodium salts, the quantity of aldosterone necessary to metabolism is
' small and consequently the peripheral aldosterone Secretory zone is slightly
i atrophied. Its cells are smaller than those of the central zone, with more
| acidophilous cytoplasm and smaller nuclei,

: Tt thus results that in Phalacrocoraz carbo the adrenal gland presents
i only two quite distinet zones. Our opinion is based in the fact that the
: fasciculated disposition of interrenal cords is not characteristic of the entire
! gland or of the greatest part of it, on the lack of differences in tinchorial
- affinity and the dimensions of cells and nuclei, as well as on the results
© of histochemical investigations {11, [21, [9], [22), (23], [25], [26].
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EFFECTS OF SOME RADIOPROTECTIVE SUBSTANCES
ON THE NADH-CYTOCHROME C REDUCTASE ACTIVITY
OF ISOLATED LIVER MITOCHONDRIA

BY

" E. A. PORA, A. D, ABRAHAM, Z. URAY, MARIANA MANIU
and M. FARCASANU

Some neurotrope substances, sulphamides, biogenous amines, AET can influence
the respiratory activity of isolated liver mitochondria by interaction with NADH-
cytochrome C reductase. It has been proved that the moderate reduced state
of respiratory enmzymes may ensure radioprotection, a phenomenon which can
explain the radioprotective effect of these substances.

. _In a previous work we presented the moderate and reversal effect
of AET and of some neurotropes upon the activity of succin oxidase and
cytochrome oxidase of liver mitochondria [1]. In the present work we

shall’ present data obtained by using 20 substances (neurotropes, sulpha-

mides, biogenous amines), having radioprotective effect, which can influence
the respiratory activity by interaction with NADH-cytochrome C redne-
‘tase enzyme from isolated liver mitochondria. The methods used for the
isolation of liver mitochondria and for the determination of NADH-
eytochrome C reductase activity (NCOR) were the same as described in
our earlier published works [1], [2]. '

~ The 136 animals used for these experiments -were Wistar male
rats, weighing 150 g4-10. The substances used here were analytically
pure and were purchased from different firms {E. Merck, La Roche-
Hoffmann, I. B. Geigy, Richter Gedeon). '

RESULTS

_ AET (8-2-Aminoethyl-isothiourea Br, HBr), as a reference substance,
hm{mg an excellent radioprotective effect, significantly reduced the NCOR
activity of isolated mitochondria, administered in 100 —300 pg (Fig. 1).

"REV, ROUM. BIOL.-ZOOLOGIR, TOME 16, NO 3, p. 165—108, BUCAREST, 1970
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The CNS acting substances with radiopretective effeet

Imipramine had an inhibitory effeet of 60 per cent, administered §

in doses of 125 pg ; this effect increased when larger doses were administered.
Dibenzocycloheptatriene derivates in the doses of 100 ug showed

an inhibitory effect depending on their radioprotective effect., Two sub-

e
95 CONTROL
AR
AR
Selt :
D ' ' Fig. 1. — Action of AET aund Sulpha-
g
> 51 b methazine on the activity of NGCR of
Q' \\ ) isolated liver mitochondria, depending
%'4 1 ‘ i : .on the administered doses.
+ 3 N
3 N
2 27 \I\\
14 { Tl ALT )
S S I T PHANETHAZINE

0 100 200 300 (ug)

staneed : Ro-4-1577 and Bo-4-6011 inhibited NGCR aetivitywith 22, res-
pectively, 34 per cent (moderate inhibition). The other substances (no

radioprotectors), Ro-4-8093, Ro-4-8711, Ro-4-7960, Ro-4-8624 had either

a weak effect (15 per cent, Ro-4-8624) or a very strong one (99 per cent,
Ro-4-8711). ;

Plegomasine, Nozinane, Liaroxil and Taractan (Phenothiazine and
thioxanthene derivatives), having radioprotective effect between 30—
b0 per cent, deereased NCCR activity in 100 pg dosis with 60, 100, 52,
respectively, 84 per cent. The effect of Plegomasine and Nozinane in-
.creagsed parallelly with the dosis (Fig. 2). .

Adminigtration of SBulphamethasine (radioprotective effect =60
per cent) resulted in a very strong inhibition of NCOR activity, already.
-in the dosis of 20 pg. This sulphamide is a weaker radioprotector than AET,
but it is a stronger inhibitor of enzyme activity than AET (Fig. 1).

The action of biogen amines was measured in comparison with the;
-action of tryptophan. Because tryptophan is not a radioprotector and’
has no effect on the NGOR activity of isolated mitochondria, serotonine:
had an inhibitory effect equal to 73 per cent at 100 pg doses. Histamine
%%hibited the above enzyme activity with 83 per cent at the same dosis;

ig. 3). _

In the higher doses the effects of these substances were increased.

DISCUSSION

It has been proved that a moderately reduced state of regpiratory

enzymes may ensure radioprotection, s phenomenon that can be related |

~ Lehninger [2] in
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to the action of direct or indirect cytochrome oxidase inhibitors to
produce hypoxia of all enzymes involved in mitochondrial oxidation pro-
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activity of NCCR of isolated liver mito- ~ 5 . |
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‘cesses, The central position of cytochrome oxidase is represented by
scheme 1 :
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Radioprotectors used in these experiments, which have an inhibi.

ingide of mitochondria,

This fact may be in relationship with the radioprotective effecty of these ;
inhj 8 hypo-

inhibitors, in accordance with the well-known Pihl and Sanner’
thesis [3] which bresumed that NADEH may act as hydrogen donors

in transfer reactions, repairing target radicals induced by irradiation
in biological systems,
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| CONTRIBUTIONS TO THE STUDY OF THE MECHANISM

OF AET ACTION ON THE CARBOHYDRATE
METABOLISM IN WHITE RATS

BY

Z. URAY, I. MADAR, E. A, PORA and T. HOLAN

The eifect of AET was studied upon some aspects of carhoh.ydrate metilbolllxsr?
in white rats, In normal rats, AET induced hypoglycaemia, decfre:s];T IV:
: ivi ts o were
se-6-phosphate activity, These effec
lycogen content and glucose-6-p : _ -

:égbilisied by previous administration of Redergam.. Atropine zléagiessed :l:iz

o) i i imals prov

th i t AET. In alloxan-diabetic anima

the hypoglycaemic effect o AL !
B "hybergrl)ycaemia and a decrease of liver glycogen level, meanwhile in theladrena

lectomized rats, AET caused a decrease of the liver glycogen level on y.‘

i i ted by Baecq and

I theory of the biochemical shock, elabora ) . 1
éoiwogi‘xk::;s [1e], a%tributes a particular lmporiéagctf_to the action of radiopro
tective. 8 upon carbohydrate metabolism. ]

tectl,v:?t Sgg:taaneggons&ated by the majority of authors, that AET (8-2

induces significant changes in glycaemia,

§ inlactate and pyruvate concentration of the blood, as well as in the glyeo-

gen. content of the liver [1—3], [13], [15]. It is presumed, that AET,

i beside its direct action on the carbohydrate metabolism, may have also

'f -any indirect effects, similarly
§ turally related with ART [1],
{ - preted by the effects of AET

{ s

-metabolism in normal white rats, in rats treated with
} substances,

to many radioprotective substances, strue-
[3]. Anysfr of theIs}e indirect actions are infer-
upon some endoecrine glands Important in
carbohydrate metabolism. In this respect the data are contradictory
..~ The object of this study is to clarify the effect gié ées&E(?% (caégﬁ}biﬁ;?ﬁ;%g
in optimal radioprotective dosis) upon some asp sympa;thicolytic?;l
in alloxan-diabstic rats and in adrenalectomized rats. In this

O, ¢ . . ied : glycaemia, blood
§ - connection the following parameters were studied : g -
§ lactate and pyruvate concentration, hepatic glycogen content, the acti
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vity of glucose-6~phosphatase and hexokinase of the liver, the uptake of} Tuble 1
3P by the liver, pancreas and adrenal glands, as well ag ingulin-like act;.

vity of the plasma.

Glycaemia mgo,

- Diff. mg. 9 related P
Group 20 min. 1y the initial values

MATERIAL AND METHODS Initial after AET

Albino male rats welghing 130— 180 g (mixed strain) were used, They were fed on a

;)
standard diet during 10 days, and fasted 18 hours before the experitnent, I 86461 87+5.9 +2 >0
The animals were distributed in § experimental groups : : # fol
Group I: control rats, injected intraperitoneal]y Wwith 0.5 ml isotonic NacCl squtIon;;.‘ . : ‘ I <0.01
Group II: animals injeeted intraperitoneally with g small unique dose of 30 mg AET}; AET 9245.4 584-4.2 —34 :
100 g bedy weight ; ;
Group I1IT: injected intraperitoneally with Redergam plus AET, A dose of Redergam 111 2.0 9315.3 + 9 -~ 0.5
(0.1 mg. per 100 g b.w) was injected 20 mimrtes before the injection of AET, Redergam + AET 9043, z
dose of Redergam was administered stmultaneously with AET (30 mg/100 g b W) i
Group IV ; injected mtraperltoneally with 0.05 mg atropine per 100 ghw v 88181 91+ 4.2 + 3 > 0.5
before the administration of AET; 1 opine + AET
Group V: control alioxan-dfabetic rats, Experimental diahetes was induced through a'E : v 97 47 - 05
rapid intravenous injection of 7.5, mg alloxan/100 g b.w. Alloxan was dissolved freshly in J ot diab. 3454-31 3524
isotonic NacCi solution, and administered subcutaneousty in 18-hour fasted animals ; 3 ‘
Group VI alloxan-diabetic rats, injected intraperitoneall with 30 m, AET/100 g b.w ‘ VI ! 0.02
48 hours after alloxanization ; : ? y ’ § i an-diab, 4+ AET 315423 410435 198 =
Group VII: control adrenalectomized animals, treated substitutively during 2 days | ‘
with a daily dose of subeutancously administered 2.5 mg hydrocortisone per 100 gbhw; ‘ vir 8743.4 9042.8 + 3 > 0.5
GroupVIIT: adrenalectomized rats, treated subcutaneously, with hydrocortisone (similar lectomy . }
to group VII), injected inf:raperitoneal]y with 30 mg AET per 100 g b,w. - VIII 84.1.2.8 89411 +5 > 0.5
Blood samples for determination of initial glycaemia were collected from the tafl veins, enalectomy + AET -
and for the determination of circulating blood glucose, blood laetate ang blood pyruvate concene ; Diff. compared to
tration, blood was obtained through decapitation of animals, Liver glycogen ceontent | the contrtzl values P
Glycaemia was determined photocolorimetricaﬂy, using a glucose oxidase method [8]). GROUP mg % mg%
For the determination of liver glycogen content the method of Montgomery [9] was utilizeq
and for blood lactate determination the metho dof Barker and Summerson, [4]. Pyruvate con- I 23864-439 — —
centration of blood was determined using the method of Rindl and Ferrar [12]. Hexokinase -
activity in the liver was followed according to the method of Kohn and Minski [9), and the liver
; 32 I 12691102 —1117 < 002
glucose—&-phosphatase activity was determined after Marjorie and -Swanson [71. 32P uptake

Na, Hy PO, g b.w, Tespectively. The specific radioactivity of tissues, obtained by 1 - . AEI.II.I 21914116 —~195 > 0.5
radioactive measurements [14] was calculated using the following fornmula : - gam -
radioactivity of 100 m tissue v ) 0.05
coefficient = —_ecuVILY ud bPine -+ AET 1135184 —1251 <00
radioactivity of 0,1 mj plasma Ll
Insulin-like activity of plasma was determined with isolated rat adipose tissue, using the v 10154120 _ -
method of Martin et a1 [16). diab. ;
Vi — 585 < 0.01
RESULTS iab. + AET ‘ 430+ 53
) Data concerning the valies of glyeaemia and of liver glycogen ect(',ms, Vi _ 32544117 - =
content are summarized in Table 1. : -
One ean see that in normal animals AET induces significant hypo- 3 VI 24361233 — 818 < 0.02
glycaemia 20 minutes after its administration ; the blood glucose leve}l lectomy |- AET
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decreases with 34 mg%, comparative to the initial values (p<<0.01).
Simultaneously with the decrease of glycaemia, liver glycogen content
d ecreases with 1117 mg9%, as compared to the control values (p<<0.02)’

In conditions of previous administration of Redergam, the blood
glucose level does not change in comparison to the initial value of gly-
caemia (p >0.5), as the hypoglycaemic effect of ART is inhibited. On the
contrary, Redergam reduces the glycogenolytic effect of AET, the amount
of liver glycogen being decreased only with 195 mg9%, as compared to the
countrol values (p >0.5). The liver glycogen content of this group increases
significantly in comparison with the liver glycogen content of rats, treated
only with AET (4922 mg%; p<<0.05).

In normal rats, which were injected with atropine, glycaemia is not
modified 20 minutes after AET administration. In this case the glycogen-
mobilizing effect of AET is not influenced by atropine.

Tn alloxan-diabetic animals, ABT induces & significant increase of
glycaemia (--95 mg % ; p<<0.02), and a marked decrease of liver glycogen
content (—585 mg%) as compared to the alloxan-diabetie control animals
(p<<0.01).

In adrenalectomized and substitutively hydrocortisone-treated rats
ABT does not show any changes in glycaemia as compared to the initial
values and to the values of control adrenalectomized animals, respectively.
On the contrary, the liver glycogen content of this group decreases with
818 mg?%, related to the liver glycogen eontent of control adrenalecto-
mized rats (p<<0.02).

Table 2 show the values
tions.

of blood lactate and pyruvate concentra-

Table 2

Action of AET on Meed lactate (AL) and bicod pyrovate (AF) concentration

Group Lactate mg% P Pyruvate mg% P AL/AP
Control 11.604+0.3 \ — } 1.21+0.17 —_ 9.7
AET 28.1-42.8 =0.01 l 2.29--0.30 - =0.01 12.2

Trom these data it results that 20 minutes after AET injection,
blood lactate concentration increases from 11.69 mg?% to 28.10 mg%
(p >0.01), and pyruvate concentration from 1.21 mg% to 2.29 mg%
(p<<0.01).

The values of liver hexokinase and glucose-6-phosphatase activity,
as well as the insulin-like activity of plasma are summarized in Table 3.

These data show that ART stimulates significantly the activity of
liver hexokinase (p<0.01), and inhibits glueoso-6-phosphatase activity
(p<0.02). Simultaneously with modification of above parameters, one
can observe the increase of plasma insulin-like activity (p <0.05).

‘The action of AET on the 3°P uptake in the adrenal and pancreatic
glands and in the liver tissue is shown in table 4.
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It is demonstrated that AET increases the 32P uptake in the adrenal
pancreatic glands, as in the liver, meaning & hyperactivity of all these

_iSsues.
' Table §

.1, Bifect of AET on liver hexokinase and ghicoso-5-phosphatase acHvity, and on the insullo-like activity of

plasma (FLA)
G Hexokinase mg. Glucoso-6-phosphatase T.L.A.
_ roup ghic. /100 mg protein mg P;/100 mg protein pUim
;- Control X = 0.064 X =0.768 135
- n =10 ES = 0.017 ES = 0.033 419
£
i3 .
f AET X =0.739 X = 0,421 343
i n = 10 ES = 0.096 ES8 = 0.08 442
p <001 p < 0.02 p<0.05
1
_ Table 4
'- Distribution of P32 in varions organs by control and AET treated groups
cpm 100 mgr
- cpm 100 mg adrenal gl. | cpm 100 mg pancreas liver
f:: Groups .
E cpm 0.1 ml
4 cpm 0.1 ml plasma cpm 0.1 ml plasma plasma
Control X =372 X =415 X =973
n =10 ES = 0.37 ES =127 ES =1.5
AET X =448 X =780 X =127
n =10 ES = 0.30 ES = 1.69 ES =171
p>01 p>0.1 p=02
DISCUSSION

g Qur experimental data evince that AET induces a significant
‘decrease of glycaemia and of liver glycogen amount. These data are in agree-
ment with the observations of Zins et al. [15], who obtained similar modi-
ications in glycaemia and in liver-glycogen content atter AET adminis-
tion.

The above modifications in carbohydrate metabolism are associated
with the increase of blood lactate and pyruvate concentration, as well as
with the stimulation of liver hexokinase activity and inhibition of liver
lucose-6-phosphatase activity. ‘

The mechanism by which AET induces modifications in carbohydrate
metabolism are likely complex mechanisms. From. our results it arises
that AET manifests an adrenal-independent direct stimulative effect
upon liver hexokinase activity, demonstrated by the data obtained ina
nalectomized rats (group VII and VIII). The direct action of this substan
n liver -glucose-6-phosphatase activity may be interpreted also Dy.thg
absence of hyperglycaemia, On the other hand, Pora et al. demonstrated
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that by a direct mechanism AET induces a partial inhibition in the activity
of tissue respiratory enzymes [10], which leads to the increase of anaerobic
glycolysis, accompanied with the increase of blood lactate and pyruvate
concentration.

. As for the indirect action of ABET upon the carbohydrate meta-
bolism, our data showed that the effect of this radioprotective substance
may be manifested by a few effects upon some endocrine glands. The fact
that by previons administration of Redergam hyperglycaemic and glyco-
genolytic action of AET is annihilated demonstrates the intervention of
adrenaline in this fenomenon, and that the secretion of adrenaline is
probably stimmnlated by AET treatment.

At the same time, our results showed that AET acts upon the
secretory activity of endocrine pancreas, increasing the insulin-like activity
of the plasma. This result is in concordance with our above experimental
data, which demonstrate that the insulin secretion after rapid intravenous
hyperglycaemia stimulus may be inhibited by previous administration
of atropine [6]. In fact, the present experiments demonstrate that atropine
inhibits the hypoglycaemic offect of AET. On the other hand, the data
obtained in alloxan-diabetie animals demonstrate that, in absence of ecir-
culating insulin, AET manifests a significant hyperglycaemic effect, which
is associated with increased glycolysis. In these circumstances, the influ-
ence of adrenal glands becomes preponderent.

CONCLUSIONS

1. The hypoglycaemic and glycogenolytic effect of AET is achieved
through a complex direct and indirect mechanism.

2. The direct action of AET is manifested in increase of liver hexo-
kinase activity and in diminution of liver glucose-6-phosphatase activity.

3. The indirect action of AT on the carbohydrate metabolism in
white rats is achieved by modification in the activity of some endocrine
glands : for instance the adrenal glands and the endocrine pancreas.

]
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SLEEP AND WAKEFULNESS IN THE T

ORTOISE (EMYS

ORBICULA RIS)

BY

E. VASILESCQU

Sleep and wakefulness in submammalian vertebrates were little

studied. Ag subject of oyr investigation, we have chosen {he tortoise
(Bmys orbicularis — 33 animals),

since reptiliang Seem o achieve g log
in the Phylogenetic evolution of the sleep-wakefulness States [4], (5]
Electroeneephalogram (EEG) wag recorded monopolarly or bipolar-

ly, by means of chronically surface electrodes from : olphactory bulbs
(OB), cerebral hemispheres (CH), optic Iobes (OL}, middle brain stem
(MBS} and lower brain stem (LBS), Electromyogram (EMG) of the nuchal
musculature, electrooculogram (EOG) and electrocardiogr&m (ECG)

were also Yecorded. Every animg] was followed several hours, sometimes
in repeated sessions, Two fundame

ntal states were revealed by the expe-
riments ; ,
1} WAREFULNESS (4 in Fig. 1), EEG consisted of sometimes
irregular tracings, with i

Somewhat slower in OL, and an amplitude of 10—15 wv
enough (20—30 “V), EOG indicated Do, or occasional, ocnlar movements,
and ECG revealed g, heart rate of ahon i

tion) reaction (B in Fig. 1) wags Tepresented in 709 of the investigated
animaly by a telencephalie (OB and CH) synchronization, with a slightly
increased frequency of 11 cfsec (8—15 ¢/sec) and g large amplitude of
35 uV (10—200 #V). In other instances (30 %), there appeared but a slight,
inerease in frequency and amplitude of the tracings, Telencephalic BRG
arousal synchronization is not surprising in these animals whose telen-

REV. ROUM, BIOL.-ZOOLOGIE, TOME 15, No 3 b 177-17, BUCAREST, 1979
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cephalon ig constituted essentially of phylogenetically old structures, . .. )
Since this type of arousa was demonstrated also in othap submammalian and 3) telencophalic ERG “arousal” (activation), in the other leads per-
vertebrates, with basically the same telencephalic organization and in the sIsting slow rhythms of Sleep. Somotimes the EEG “?,rousa.l”‘ appeared 1
old telencephalie Structures of the mammals, we consider, along with. unaccompanied by ocular phenomeng, In only One animal (K in Fig, 1)
Bert and Godet (1], that Synchronization is the Phylogenetically ~oldest PS was_accompanied by marked tachycardis (inorease from 12 ' g4
kind of cortical aronsa] and the usnal BEG arouga] in many lower formsg ¢/min). PS phages lasted up to 15 sec and roecame iregularly, .
of the vertebraies, During the arouggl reaction, EMG showed g notable , From the bresented facts it rosuits bhat the tortoise (Bmys orbioy-
increase in amplitude (50 wV), BOG wag active, with bupsts of rapid - laris) displays g behavioural ang electrograph_m sleep clearly distinet from
(less than 1 sec) or slow (a fer seconds) ooular movements, and HOG the wakefulness State, and Probably a behavioural and EEG elementg of
Paradoxical sleep, :
A B | V C E Iwishtoexpressmygrtitd to the staft { the N docrinological D t t
o ‘ . Bl o , 3 , : atilude £ arr o e euroen ocring 0gica epartmen
0B ke *“”“F’M”‘Wﬂ PR ) *rv”*o’rMMH\nWW‘hﬂrfMﬂ% ﬁﬁm of the Institute of Endocrinology of the Romanian Academy, for their king encouragement ang

<H e A by W -—I'vw.t‘vfwﬁf“.'.y-.-»\-- M\WMAJ‘,NVIMMM‘;MV,LW he]p durjng the breparation of this work,
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remained practically unchanged (33 ¢/min), In 129 of the Investigated
animals a regotion of adaptation to darkness, characterized by & synehro-
nous rhythm of 12 ¢fsec (11 —13 ¢fsec) with 25 ®V (10—70 wV) amplitude
and a duration of 10 —20 sec from switching off the light, appeared in
the O leads. It is possible that thig electrical activity is an oexpresgion of
the synchronization of those neuronal units that respond to darkness,
identified by Chang and Mikrtycheva, [2] in the optic tectum of the frog.

IT) SLEEP {0 in Fig. 1). EEG revealad & slow rhythm of g ¢/sec

Received February 13, 1970 Faculty of Biology
: Department of Physiology

marked (1 —2 wV}, eyes were closed ang ocular movements were
abolished, BOG presented bradyoeardis (20 e/min), and the threshold of
excitability to Sensitive stimulation (visual and cnfaneous) wag raised,

Paradowical sleep (PS—F in Fig. 1). In the submarmmalign verte-
brates series, in g rudimentary form, in birdg [37, [6], and in some Species of
reptiliang [4], [5] the presence of a P8 with rapid 6¥ye movements and oceg,-
sional slight bradycardia ecould be noted, but without ERG ‘“arousal”
or nuchal atony. In 159%, of our animals, the following elements of PS
(& highly relaxed state of wakefulness could not be excluded but Seemed
t0 us of little Probability) appeared : 1) very marked nhuchal hypotony

interrupted by isolated or srouped jerks; 2) rapid (less than 1 sec) or
slow (a few sec) ocular ovements, either isolated or grouped_(bursts);
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LA BIOCHIMIE COMPAREE DES ISOENZYMES,
V1. ISOENZYMES DES DE‘SHYDROGENASES MALIQUES
DES MUSCILES SQUELETTIQUES DES VERTEBRES ")

PAR

M. SERBAN et DITA COTARIU

tein enzymes studied, Results show that MDH isoenzyme pattern does not display
organ-specificity but only species—specificity.

Dans un travail antérienr [117] nous avons déerit une série de CArac-
téristignes des isoenzymes des déshydrogénases maliques (MDH) eyto-
Plasmiques et mitochondriales dqu cerveau pendant Pévolation phylogé-

. nique. Nous 4Vons, par exemple, mis en évidence que les denx formes de
MDH — cyboplasmique of mitochondriale — ge Présentent dans le cer-
veau des Vertébrés supérieurs comme ' deg entités bien individualisdes
contrastant avee leg cerveaux des Vertdbrdg inférieurs ot la forme mito-
chondriale n’est Pas- bien individualisde comme une entité distinete. De
méme, on a établi que chez les Vertéhrds inférieurs le polymorphisme,
respectivement le nombre des conformers appartenant & la forme MDH
cytoplasmique, est Plus grand que chez log Vertédbrés supérieurs, cependant
que activité enzymatique présente Jes plus grandes valeurs dans le
cervean des Mammitéres et leg plus petites an pole opposé, c’est-i-dire
chez les Poissons et leg Amphibiens. Ces caractéristiques ont 664 mises en

—_—

*) Assistance technique A. Radu
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corrélation avec Jeg relations phylogéniques entre différenteg espéces ainsi
qQu’avee leg particularitds métaboliques dy cerveau comme expression de
son évolution,

A Poceasion de ceg Imvestigations on remarqué Pexigtence d'un
certain parallélisme entre les modales isoeuzyma.tiques MDH dqy cervean
et des muscleg striés des mameg espdees. (est Pourquoi dang 1o cadre de
108 préoccupations de biochimie comparée deg isoenzymes [1], [9—10],
1ous avons considérd utile d’étendre log investigations aux isoenzymes

H museulaires deg Vertébrés. Le byt de ce travail egt d’établir les
relations entre leg iSoenzymes MDH de denx Organes appartenant aux
mémes espéces, ot d’antre part, entre isoenzymes musculaires MDIT chez
différentes espéces occupant des positiong ta.xonomiques différentes.

I1a déshydrogéna,se malique se présente dans les cellules sous denx
formes Principales (2, 3, 4] [12], avec localisation intracellulaire et pro-
Priétés distinetes [6], [13, 14]. MDH i
formationnanx , [5, 6, 77 qui sont généralement distribudes dang des
espaces cellulajreg différents ; en méme temps Ig mehilité conformationneile
ainsi que I, Iocalisation différente a certy; es implicationg dans le processus
d’adaptation métabolique aux diverses conditions de 'ensemble cellulaire,

MATERIEL ET METHODES

Les recherches ont été effectudes sur des muscles strigg de douze espéces représentant
— dans la limite des possibilités — toutes les clagses de Vertébrés, notamrnent, Poisson, Carpe
de culture (Cyprinus carpie), Carassin {Carassius 8p.}; Amphibiens . Grenouille (Rana ridi-
bunda), Triton (Triton sp.y,; Réptiles : Tortues (Emys orbicalaris, Testudp graeca); Serpent
(Nairix natriz) ; Oiseanx - Pigeon (Columb_a sp.), Poule {Gallus 5p.) ; Mammiféreg : Rat, Lapin,

Préparation des extraits, Les muscleg squelettiques (gaslrocne’mt‘en, respectivement fop-
gissimus dors) provenant de 2—4 fndividus, selon Ie_cas, ont 4t prélevés Immédiatement
aprés la sacrification des animaux, laveés Plusieurs fois dang une solution physiologique froide,
tamponnés avee dy Papier filtre et Pesés. Pour obtenir jeg MDH cytoplasmiques ot mitochon-
driales, respectivement pour pouveir corhparer Ies extraits, on a employé troig milieux Q'exirac-
tion : tampon Tris-F1g1 4 pH 7,4, solation isotonique de saccharose 4 6,25 M, EDTA & 2.1078pg
et ean distillde, Dans tous Ieg cas, le rapport Qextraction été 3/1 v/p. Les homogénés obtenus
au frofd ont été maintenug pendant une heure 3 +4°C pour extraction, apres quof ils ont été
centrifugés pendant 20 min, a 5 000 x g (+4°C). Les Surnageants brovenant de ia centrifu-
gation & 5.000 x g des extraits obtenus dans Veqy distillée ont ats congelés ot décongelés troig
fois, aprés quoi FPextrait protéigne a été de houveau centrifugg pendant 40 min, 3 22.000 x g
(+2°C). Les surnageants provenant des extraits obtenus en tampon Tris et en saccharose ont
été recentrifugés pendant 40 min. 3 22.000 X g(4+2°C). La fraction mitochondriale de Iextrait
en saccharose a 618 lavée Plusieurs fois avee 2 ml saccharose 3 0,25 M et recentrifugée chaque
fois pendant 20 min, 4 22 000 x B (+2°C). Aprés Je dernier lavage et recentrifugation jg fraction
mitochondria]eaété Suspendne en 1 my] de I'eau distillge, congelde et décongelée trois fois
pour broyer Jes mitochondries,

De cette fagon les extraits obtenus dans 1’ean distilige contenajent lg forme soluble
ainsi que 1a forme mitochondriale de la MDH ; Ies Surnageants deg extraits obtenus en saccha-
rose contenaient senlement Ia forme soluble, cependant que leurs résidus repris danse de
Peau distilige contenaient lg forme mitochondriale,

contenant dy malate de sodiym 4 L,5.10" 2
comme subsirat, dy NBT (sels de tétrazo]ium), du NAD et dy phénazine~mét]105ulfate (accep-
teurs intermédiaires). .

L’inhibition pour la différenciation des types d’isoenzymes MDH a 4tg réalisée avee du
p—chloromercuribenzoate (PCMB), ainsi qu’a haute température dans de conditions décrites
antérieurement [0},

Lactivité enzymatique deg extraits a étg déterminge spectrophotométriquement a pH

RESULTATS ET DISCUSSTONS

Les isoenzymes MDH deg mnuscles strigg Drésentent dang la série
des Vertébrés un Polymorphisme similaire 3 cely; signald antérieurement;
dans le cervean des mémes espéces. Toutefois, e contragte avec Jeg isoen-
zZymes des aldolageg musculaires, quj Présentent, un baut degrs d’homologie
bhylogénique chez leg différents Vertébrés, les iSoenzymesg Iuseulaireg
anifestent nne hétérogéngite différente dépendant; de Ia position taxo-

nomique deg ‘©8péces dtudideg, Quoique leg 18oenzymeg MDH deg muscleg

festations de leur homologie. _

Du point ge vue de leur hétérogénéité, le spectre électrophorétique
des 1soenzymes MDH cytoplasmiques ef mitochondrialeg musculaireg
indigue deg différenceg significativeg dépendant gy degré d’évolution
phylogénétique des espéces étudides. Aing; quil ressort de 1g, figure 1, les
Iuscles deg Vertébrés supérieurs (Mammiféres et Oiseaux) contienneng
de_ux groupes de fractions isoenzymatiques reflétant leur origine biloey-
laare._ La bande généralement, compacte avee Ig uohilits électrophorétique
anodique la: Plus petite 3 pPH 8.5 représente l’isoenzyme MDH de e

obtenug avee les extraitg dang legn distillée, devraient contenir les deny
types d’isoenzymeg MDH (eytoplasmique et mitochondriale). Toutefois,
les_ Vertgébrés inférieurs (Poissons, Amphibiens, Reptiles) ne Présentent
poing d’isoenzymeg de type mitochondrial 3, mobilité éleetrophorétique
torrespondant 3 celle des espéces de Mammiféres et d’Oiseaux, Certaine-
ment, Pabsence qy type mitochondrig] MDH chez leg espéces de Poissons,
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ibi tiles étudides parait peu probqble, ce qui laisse suppo-
?érrn%}llllg)?;l ?:;;eBé:ptrouverait cheI; les Vertébrés inférieurs, soit dans une
conoentration non détectable, soit avec une grande instabilité, ou ?vec
une mobilité électrophorétique trés rapprochée des isoenzymes du | }iﬁe
cytoplasmique. On a démontré que, généralement, Ia forme I}IDH S?i o 1e
présente un caractére plus conservatif que la for;me MDH mlltoc\hoang g
[8]. Cette différence gsignalée dans le cas de lélectg:'ophorése ap "
dos extraits dans leau distillée, a été également confirmée dans le cas ?:
Délectrophorése des mémes extraits & pH 7,0. De 1?3 figure 2 1]}1 Beﬁs?ir
qus pH 7 (d’aillents, également comme & pH 8,5), l'isoenzyme 1%
type mitochondrial des muscles de Mammiféres et d’Olseaux est J:L_ettemIeJnS
individualisé et posséde une mobilité électrophoréthue cathodique. Le
enzymogramames réalisés par élec_trophorése a.p-H 7 des extraits 11_1uscu1-3
laires des Vertébrés inférieurs (Po1ssons,%mphlbwns,Reptﬂes) m_dlq%gnn
que Ie type MDH mitochondrial n’apparait pas comme une fraction t'lle
individualisée. Toutefois, & pH 7 on constate dans les muscles de Reptiles
l'existence d’une fraction peu exprimée dans la région du start et qui pos-

ilité amnodigque. ) o
sede 11123 c{gggg;géobtenugs avec des extraits musculaires en solution 1séo~
tonique de saccharose plaident aussi en fan(e}lr des résultats menthnrll, 8.
En contraste avec les museles des Mammiféres et des Olsea.ux,,_ou on
met en évidence le type mitochondrial ainsi gue le type soluble d 1speu?§-
mes MDH, la fraction mitochondriale des museles de Poissons, Amphi-
biens ot Reptiles contient quelques fois seulement de faibles 131-afces‘,1 al
nivean de migration des fractions MDH cytoplasmiques. Toutefms,M %IE
les surnageants respectifs gui, pratiquement confiennent la form][:a[ !
soluble, on met en évidence les bandes caragtémshques des MD cylo—
plasmiques, avee une Imnigration _électrophorctique plus gra,ndg _q1lle de:
bandes correspondant & Ia éf%qtlon isoenzymatique mitochondriale de
iféres et igeaux.

musclgs;ﬂ(}g, ngn’:r?lla d’obtenir certaines informations sur la nature, rels-
pectivement sur la localisation des isoenzymes MDH museulalreis d;gii g
série des Vertébrés, on a poursnivi leur comportement envers le ot
qui inhibe de fagon préférentielle les isoenzymes de type mltuOl;}lOll rial,
isoenzymes qui dans ces conditions n’apparaissent plug; sur eniymo-
gramme. Dans la figure 3 on présente quelques spectres isoenzymatiques
MDH chez différentes espéees de Vertébrés, obtenus par électrophozeie
4 pH 8.5, suivi d’inhibition avec du PCMB. De cette fagon, on constate
que chez les Vertébrés évolués (Oiseaux et Ma.,mmﬁeres) le spectre %io-
enzymatique se simplifie par la disparition deg izoenzymes (}u 11}3(3;];»3131[11to-
chondrial, 1a fraction isoenzymatique soluble restant non ?{f ecl. e. Tou ei-}
fois, chez les Vertébrés inférieurs, 'action du POMB n’implique qu]lgli
des "modifications essentielles du spectre 1spenzymathue, m?ls une a,1O e
atténuation du groupe constituant la fraction soluble, cytoplasmique. Ces
obgervations sur Peffet du POMB sont valables pour tous les_qxtraa?s mus-
culaires des espéeces étudides, quelle que soit la nature du milien d’extrac-
tion employé ou le pH de I'analyse électrophorétique. - I

Il faut aussi mentionner que l'inhibition thermique ne produit pas
des modifications essentielles an niveau des isoenzymes des muscles striés

de Vertébrés.
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Aingi, il ressort que les formes MDH mitochondriales s’individuali-
sent comme des entités distinetes semlement dans les muscles des Verté-
brés supérieurs en contraste avec les Vertébrés moins évoluds. Cette cons-
tatation est en parfaite concordance avec celle signalée antérieurement
pour les tissus eérébraux des mémes espdees [11].

Un autre aspect concernant 1'étude comparatif des isoenzymes
MDH musculaires des différents Vertébrés est constitué par leur hétéro-
généité. Ainsi, la fraction mitochondriale MDH nettement mise en évi-
dence dans les muscles des Mammiféres et des Oiseaux se présente comme
une bande diffuse oi Von distingue & pH 8.5 un nombre de 2—3 compo-
sants ; mais & pH. 7, la fraetion mitochondriale MDH apparait plus homo-
géne, notamment sous la forme d’un seul spot bien individualisé. En
échange, au niveau de la fraction MDH cytoplasmique 1’on constate un
nombre variable de composants, surtout quand I’électrophorése est effec-
tuée & pH 8.5. De ce point de vue, on peut distinguer deux groupes : un,
formé par les espéces de Mammiféres et d’Oiseaux, et I'autre par les espéees
de Poissons, Amphibiens et Reptiles. Chez les espéees du premier groupe
{fig. 1), la fraction MDH ecytoplasmiqune contient 2—3 composants
(pH 8.5) qui sont bien individualisés aprés traitement au PCMB (fig. 3).
Chez les espéces du second groupe, I’hétérogénéité des fractions MDH cyto-
plasmigue est un peu plus accentuée (4—5 composants), en observant un
degré avancé d’hétérogénéité dans le cas du muscle de Poisson (Carpe
Carassin) ot I'on voit nettement cing composants. Il est bien eonnn que
du point de vue génétique la MDH est déterminée par un seul type de
géne et de ce fait qu’il ne peut apparaitre de formes hybrides. Pour cette
raison, I'hétérogénéité que nous venons de signaler ne peut étre attribuée
q’ud Pexistence de certains conformers qui apparaissent i edté de la forme
structurelle principale, génétiquement déterminée. Puisque chez les Ver-
ftebrés inférieurs le nombre de conformers est plus grand, on peut sup-
poser que la stabilité eonformationnelle de la molécule d’enzyme pourrait
élre moindre. Ces conformers représentent le siége des modifications molé-
culaires & I'intérieur de la région enzymatique.

Sous Paspect de I'hétérogénéité, on remarque une similitude de
comportement de la MDH musculaire et de la MDH eérébrale des mémes
especes. Ce fait donne un appui & I'idée que le profil isoenzymatique MDH
des différents tigsus des mémes espéces est identique ou presque, quoique
d’appréciables différences peuvent exister entre diverses espaces.

En ce qui concerne la mobilité électrophorétique on constate un
comportement similaire avec les isoenzymes MDH du cerveau. Aingi,
les isoenzymes MDH du muscle de Mammifdres présente une mobilité
électrophorétique plus grande que les autres espéces, fait qui est confirmé
dans le cas des extraits obtenus dans de divers milieux, aussi bien qu’au
cag des deux valeurs de pH ol Délectrophordse a é&té effectuée. Ce fait

suggeére, comme un reflet du processus d’évolution moléenlaire, certains
changements intervenus au niveau des protéines doudes d’activité enzy-
matique du muscle des Mammiféres.

Les valeurs de I’activité enzymatique totale de la MDH des extraits
musculaires obtenus dans I'eau distillée, sont présentées dans le tableau 1.
Tout eomme dans le cas du tissu cérébral, on constate que I'activité MDH
musculaire des Vertébrés inférieurs (Poissons, Amphibiens) présente les
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valeurs les plus petites. En contraste avee le tissu cérébral, les valeurs de
Pactivité MDH musculaire des espéces appartenant aux autres classes de
Vertébrés étudides sont plus rapprochées. L’activité enzymatique accrue
de la déshydrogénase malique des musecles de Vertébrés plus évolués
suggére la prépondérance des processus de type oxydatif, par rapport aux
Vertébrés inférienrs ol lactivité enzymatiqne MDY est nettement plus
petite.

Tabledu 1

¥aleurs de Pactivité spéeifique de Ia déshydregénese malique musculaire des
différentes espiees de Yerifbrés (chaque velenr représente In moyenue de c¢ing
délerminations)

u MDIH per mg
Classe Espéces protéine
Carpe
Poissons Carassin 282430
Grenouille 404488
Amphibiens Triton 399480
Tortue 7724+116
Reptiles Serpent 5674 08
Pigeon 6014 96
Qiseanx Poulet 6574103
Rat 790 4- 67
Mammiféres . Beeuf 6854 79
Porc 65614- 77

Généralement, les caractéristiques du spectre électrophorétique des
isoenzymes MDH musculaires dans la série des Vertébrés ainsi que celles
de Dactivité enzymatiqune, reflétent certains: changements évolutifs et
adaptations du systéme protéique enzymatique, en corrélation avec des
modifications des processus métaboliques. Les différences que nous venons
de signaler au nivean des iscenzymes MDH musculaires et qui dépendent
de D'évolution des différentes espéces de Vertébrés, reflétent en méme
temps le réle prépondérant de certains types d'isoenzymes MDH dans
le processus de réglage et de contréle, en corrélation avec les nécessités
métaboligues et la position taxonomique des différentes espéces.

Tout comme dans le cas des isoenzymes de la déshydrogénase lac-
tique, les particularités des iscenzymes MDH musculaires dans la série
des Vertébrés peuvent étre mises en corrélation avec les relations phylo-
génique entre des espéces de Vertébrés situées & de différents degrés

évolutifs. :

CONCLUSIONS

— Les isoenzymes MDH musculaires de différentes espéces apparte-
nant & toutes les classes de Vertébrés présentent & plusieurs égards une
identité de comportement, respectivement une série de caractéristiques
gimilaires anx isoenzymes MDH du cerveau des mémes espéces.

drogénases maliques des
Vertébrés (extraction dans

mes des déshy

muscles squelettiques de différents

Feau distillée, électrophorése a pH 7,0):

g. 2. — Les isoenzy

Fig

électrophorése

Fig. 1. — Les isoenzymes des déshydrogénases mali-
4 pH 8,5):

ques des muscles squelettiques de différents Verlé-

brés (exiraction dans Peau distillge,

E — Pigeon, I — Rat,

D — Berpent,

G — Beenf, H — Pore.

A — Poisson, B — Grenouille, { — Tortue,

D— 8erpent, E—TFoulet,

C—Tortue,
F — Pigeon, G — Rat, H — Lapin, I — Beenf, J — Porc.

B — Grenouille,

A —Poisson,
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— Les iscenzymes MDH du cerveau et des muscles des différentes

espéces de Vertébrés ne Présentent pas une spéeificité d’organe, mais
. seulement une spécificité d’espéce ou de groupe d’espéces & l'intéricur
d’une méme clasge.

— Chez les Vertébrés supérieurs (Mammiféres et Oiseaunx), les
deux types de MDH — cytoplasmique et mitochondrial — peuvent &ire ‘
Inis en évidence comme des entitég bien individualisées. Ohez les Verté- :
brés inférieurs (Poissons, Amphybiens, Reptiles) la fraction mitochondriale ‘
MDH n’est pas individualisée comme une entité distincte, |

— Chez les Vertébrés inférieurs, la fraction MDH cytoplasmique '
contient un plus grand nombre de « conformers » que chez les Vertébrég I
supérienrs.

— Les muscles de Poissons of @’Amphybiens présentent leg plus
Petites valeurs de Pactivité enzymatiqne MIDH.
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THE ENZYMOGRAM, A GEN ETIC INDEX

BY

L. M. BURUIANAX*

This hypothesis has been verified and the modifications encountered during the
inbreeding have been pointed out for the cow milk phosphatase and tissue cathep-
sin of some species and breeds.

This biochernical method offers a possibility to control and mafiage the selection
operations and to elucidate their intimale mechanism.

The transmission of tha genetic message and the mechanism of
its materialisation az biochemical compounds, are now better understood
a8 a result of molecular biology studies. The specific physico-chemical
properties of certain compounds can furnish important information about
the composition, structure and activity of the genetic matrix. Active
proteins, the enzymes, are preferentially used in this purpose, they being
always involved in the differentiation, development and further funetion
of the living body. This preference is justitied also because the different
peculiarities of shape and function in organism are achieved mainly

structure as a tonsequence of the nature and sequence of ity amino geid
content. The different moleculay species regulting, which present the same
catalytic activity, are called isoenzymes or multiple molecular forms.
Because the chemical composition and arrangement of the amino acidg
are directed genetically it ig easy to understand why the Pbolymorphism
could be utilized ag genetic index,

The separation by different methods of the isoenzymes -gives a

Spectrum known usually as the enzymogram of the respective enzyme,
- - ="
* Homage to professor N. Teodoreanu on his 80th anniversary,

REV. ROTUM. BIOL.-ZOOLOGIE, TOME 15,80 3, p, 189 —-202, BUCAREST, 1970
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Enzyme activity can be modified also by certain metabolites, but this
modifieation is transient and not depending on the genetic determinism
as in the cage of isoenzymes. It is Possible, however, that the brolonged
influence of the metabolite induces also the modification of the hereditary
factors which manage the biosynthesis of the enzyme itself and finally
its enzymogram. Thig reciprocal influence between the genetic informa-
tion of the matrix and different factors prlays an important role in
the process of adaptation and transformation of Plant and animal
qualities, '

A characteristic example is that of cross-breeding operations which

known mechanism, Correlating some peculiarities of the enzZymogram with
the productive qualities it would be bossible to prediet the imfluence of
the inbreeding. Specific modifications of the enzymogram could furthep
outline the possibie effects of the cross-breeding as g congequence of metg,-
bolism changes. ‘

We have checked up this hypothesis to test the effect of the inbreed-
ing in some races of animals. The results obtained in the case of some
€nzymes are resumed underneath,

MATERIALS AND METHODS

We have determined the polymorphism of different enzymes which catalyse essential
metabolic reactions like the phosphatase [6], the cathepsin [4], the transaminase, the carbonie
anhydrase, creatine phosphokinase [71, the S-nucleotidase 51, the aldolase, etc. In the present
Paper We report only the modifications of {he enzymogram of the cow milk phosphatase (alka-
line) and that of the tissular cathepsin of some species after the inbreeding,

The phosphatase is an enzyme of great importanee for milk formation in the udder, It
participates in the regulation of many organic pliosphate esters involved in the udder meta-
bolism. However, it is strongly adsorbed by fat globules, approximately 509 is remaining in
the milk afier fat separation by centrifugation [8]. The phosphatase of the defatted milk ig
identical with that adsorbed on the fat globules as we have already proved [8]. The separation

acetate buffer M/5 PH 4.0. After centrifugation (30 minytes at 10,000 g), 12 mi from the
Supernatant passed through a column 10 X 1.5 em filled with Sephadex G-25 medium, equi-

determined by the Anson method [1], modified {4]. The protein content of enzymes sohitions
has been determined by the Miller technique [10],
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RESULTS AND DISCUSSION

L. Modification of the phosphatase enzymogram of cow milic by inbreeding

As we have reported [6] milk Phosphatase ig Polymorphie. Its pattern,
varies with the breed ag it results from the following figures (Figs 1, 2),
They represent the enzymograms of the milk Phosphatase of different;
breeds of cows from Romania. Tt mugst pe underlined that the milk of
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Fig. 1, — Enzymogram of cow milk phosphatase, Spotted Romanian
breed. Curve 71, Phosphatase activity. Curve 2, Proteinogram.
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with a particular structure of the chromosomal DNA, perhaps with the
existence of a Specific polyallelic gene and implicitly with the high milk
yield, characteristic of the Holstein breed, This character ig eagily trans-
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missible, fact which appears clearly from the new pattern of the enzyimo-
grams after inbreeding. Tt recalls obviously that of the Holstein pure
breed, as it appears from the enzyiograms of the following figure (Fig. 2),

The biochemical modifieations of the €RZyme stricture broves that

a persistent, and Speeific change of the genetie information hag occurred,
which direct the biosynthesis of the enzyme protein.
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Fig. 2, — Enzymogram of cow milk bhosphatase, Hoistein breed,
Curve 1z, Phosphatase activity. Corve 2, Proteinogram,

It must be coneluded : firstly that the high milk yield is correlated
with a particular battern of the phosphatage énzymogram of the milk
and Secondly that the transmissibility of this character I8 accompanied

4

tissues, They play a very important role in the biosynthesis of the specific
proteins of anima] body. Presumably proteins, e.g. serum albumine,
entering cells by a mechanjsm involving pibocytosis, are degraded by

intracellulay cathepsins with the liberated amino acids becoming available
for synthesis of Dew protein molecules,

like antibodies can also ‘be attributed to the cathepsin action. The biosyn-
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it will also Spare time and money in the diffieult ang brolonged operationg
of animal breed Improvement, This type of researches will throw surely

& new and brighter light wpon the mechanism of kybridation ang ofhep
techniques utilized in animajl husbandry,
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Fig. 3, — Enzymegram of cow milk phosphatase, Spotted Romanian x
Holstein hybrid. Gurve I. Phosphatase activity. Curve 2. Proteino-
gram.

11, The modifieation of the cathepsin enzymogram of tissues hy inbreeding

The cathepsing are intrace]lular'proteinases found in most animal

The fragmentation and resynthesis of different protein moleculeg
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. ) ) Ibreeding the enzymo Tam 18 strongly modified (curye 3).
thesis of different cathepsing is genetically controlled and its enzymogram of isoenzfrgmes inerey;;lesgvery much aflt)ir they are ghifted tz)wgfgsac:é;;g
varies with the species and breed. The cathepsing have the advantage molecular weight. This proves that s me dification of the polypgp tidie
that their activity is not influenced by the protein lntake. The cathepsin chain structure of the cathepsin has oceurred. :
enzymogram of the same tissue varies with the Species and the breed as =
it has been shown previously [2], [4]. 3  mo Yyrosine 'y IVER o
g Lyrosine , ' 7MY orotein : NG prolein
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Fig, 4, — Exizymogram of cathepsin from hen heart. Curve 7z, Rhode !
Island breed. Curve Z, Leghorn breed. (:‘.urve 3. Rhode X Island hybrid, o
JGurve £, Proteinogram, ¢ 8 2 i 0 24 25 32 36 4o 7% 4% 50
1. The enxymtogram of different organs in the hon Fig. 5. — Enzymogram of cathepsin from hen liver. Gurve 7. Rhode
Island breed. Curve 2. Leghorn breed. Curve 3. Rhode Island X Leghorn
The enzymogram of the heart. The Species analyzed for multiple hybrid. Curve ¢ Protelnogram,
‘molecular forms of cathepsin were Rhode Islang and Leghorn hens, pure
breed and their hybrids. The organ was c

ollected immediately after de. The enzymogram of the liver. The enz
capitation and the enzyme solution wags prepared as it has been described and their hybrid are tepresented in figure 5.
above (see chap. Material and Methods). The enzymograms obtained are . As for the heart, the activity of the h
represented in figure 4 _ The “mixing effect” i8 clearly geen
1t may be observed that isoenzyme distribution is identical while - It must be underlineq that th
activity i different for each breed (curve 7 and 2), This can be explained for other organs ag: spleen, 1
by a specific intensity of the proteic metabolism for each breed. After

&

ymograms of each pure breed

ybrid isoenzymes increases,
in this case,
© same results have been,

obtained also
kidney, musele, brain, '

— o, 5224




196 L. M, BURUIANA 8
197
2, The enzymeoegram of diiferent Organs in cattle

The enzymogram of the heart. The place of the isoenzymes and their
activity is different in this case, ag it resorts from the énzymogram drawn
for the Gray of Steppe (Fig. 6, curve I) and for the Spotted of Romanis
(Fig. 6, curve 2) breeds.

After inbreeding, the activity decreases markedly and the number

of isoenzymes is diminighed, 2 instead of 4 peaks (Fig. 6, curve 3).

The enaymogram, of the liver. As for the heart, the cathepsin activity
of the hybrid iSoenzymes decrea,seg strongly (Fig. 7).

9 Lyrosine
7 MG broiern

éig_ prolesn

¢

HEART

be correlated with the new morpho-physiological characters, as it appears 390

3. The enzymogram of different organs in swine

The enzymogram of the heart. We must underline that in thig species
the enzymogram varies widely with the breed. While in Basna breed the
number of isoenzymes is limited to only one, as it resorts from figure 8
in the Large White the number is equal to 2 (Fig. 8) and in Mangalitza,
to 3 (Fig. 9). . '

A difference appears also ag concerns the place of the peaks in enzy-
mograms and therefore the molecular weight of the isoenzymes varieg
with the breed.

In the cross-breeding Basna % Large White g remarkable modifi-
cation oceurs, characterized by the appearance of 4 New isoenzyme with
2 larger molecular weight (see Fig, 8). The same change is also signalled 720
in the Basna x Mangalitza cross-breeding (Fig. 9), the cathepsin activity
of the isoenzymes being higher than tha? for each pure breed.

The enzymogram, of the liver. For thig organ a larger difference exists
between the enzymograms of the three species than that encountered for
the heart. While in Basns breed the number of isoenzymes is equal to
6, for the Large White it ig only 3 and for Mangalitza 2 (Fig. 10). 401

The highest activity of the soenzymes has been found in the Large
White (Fig. 10) and the smallest in Basna, breed. After the crogs-breeding
between Basna and the Large White {Fig. 10) the cathepsin activity of
the isoenzymes diminishes ang they shift Specifically towards smaller
molecular weight. The Cross-breeding Basna X Mangalitza is characterized

eclivity
3

780 1

colbcosin

by the same modifications, but they are more marked than the previous. 80 mt
We suppose that the effect of the Inbreeding is emphasized in this cage. )

If the modifications of the enzymograms of cathepsin after inbreeding ]I)’Ig- d6°c" En;yg')gl'am of cathepsin from cattle heary, Curve 7. Spotted Romanian
are correlated with the morpho-productive characters of the resulting reec. Curve 2. Gray of Steppe héﬁig;?:r‘l’frjiesﬂ;iei X Gray of Steppe breed hybiq,

hybrids, we can conclude that ; the increasing of the cathepsin activity,
the appearance of new fractions (Isoenzymes) with higher activity, and the
shift of the iroenzymes peaks towards greater molecular weight, point out
.an activation of the protein metabolism, while the diminishing of cathepsin
activity, the disappearance of Some iscenzyme peaks and the decreasing
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of their molecular weight, signal a slowing down of the intensity of protein
metabolism, ‘

Because the intensity of the protein metabolism is correlated with
meat, milk, eggs, wool production, it resulis that the enzymogram of the
tissue proteinases can offer interesting criteria as to its level after
inbreeding.

Researches as that described above could afford an efficient means
to control and manage the operations of animal Improving and selection,
In our laboratory we have carried oub such studies for o long time and we
are convinced that the enzymogram of certain enzymes are an useful means
in researches concerning the increage of animal productivity and for
clearing up the biochemical mechanism of the inbreeding.

CONCLUSIONS

1. The enzymograms of the cow milk phosphatase (alkaline) are
characteristic of different breeds. The effect of inbreeding on the enzy-
mograms has been determined. It is correlated with productive qualities,
namely with milk production as pointed out after inbreeding some Roma-
nian breeds with the Holstein breed.

2. The modifieation of the tissue cathepsin by inbreeding has been
proved in some species. The results obtained show that thig operation
modifies the intensity of protein metabolism in different organs, :

3. The study of the enzymogram pattern and its modification eould
sexve to control and manage inbreeding efficiency and its intimate mecha-
nisn. :

REFERENCES

- AnsoN M. L., J. Gen. Physiol., 1938, 22, 1, 79,
. Burviani M, L., Lezrce MARTHA, Lucr. Stiin{. IANB, Ser. C, 1966, 9, 5290,
— , Naturwiss.,, 1967, 54, ¢, 92, :
— , Lucer, $tiint. IANB, Ser. C, 1968, 11, 229,
. Burutand M. L., DeMa Anca, L'activité de lg §-Nucléotidase du liguide séminal du laurean
et sa ferfilité, VI° Congrés Intern. Reprod. Anim. Insém. Artif, Paris,£1988, 2, 1225,
. Buruiani M. L., MariN MARGARETaA, Le lail, Paris, 1969, p. 481 —4892,
Buruiani M. L., Dema Axca, Lucr. Stiint. IANB, Ser. C, 1969, 12,
— » Rev. Roum. Biochim., 1969, 6, 4, 275.-282,
. Kine E. J., ArmMstronG A, R, A., J. Canad. Med. Assoc., 1934, 31, 376.
. MiLer G. L., Anal. Chem., 1959, 31, 064,

[y

Faculty of Zootechnics,
Department of Biochemistry
Bucharest, Splatul Independentei 105

Recelved September 10, 1969

CORRELATIONS ENTRE LE CARYOTYPE ET LE
ZYMOGRAMME DE LA DESHYDROGENASE
LACTIQUE DANS LA TUMEUR GUERIN Tg *

PAR

LILTANA GEORGIAN

Methods of study are described from the cytogenetic viewpoint of the sotid and
ascltic varfants of the Guérin Ty tumour, as well as the results obtained, On
stress the specific nature of change of karyotype in ascitic cells as a result of
selective competition, the resulting clones being those best adapted to a liquid
medium. : :

In the same manner, eiectrophoretic analysis of lactate dehydrogenase of solid
and ascitic forms of Guérin Ty tumour showed one characteristic type in each
of the forms.

En 1966, Rivenzon et coll. [18] ont décrit une méthode nouvelle
pour obtenir des métastases & partir de Pépithéliome Guérin Ty du rat
en injectant dans le testicule une suspension cellulaire de cette tumeur.
A Pendroit méme de I'injection se développe une tumeunr produisant des
métastases dans les ganglions Paraaortiques et rénaux, ainsi quune ascite.
L’étude cytogénétique comparée montre dans la tumeur primitive et dans
les métastases solides une garniture chromosomique trés semblable, tandis
que dans les formes ascitiques la constitution chromosomique est 'diffé-
rente, Cet aspect semble dfl & un processus sélectif au sein de Ia, population
cellulaire fnmorale initiale {4]. N :

Pour vérifier cette supposition, basée uniquement sur P’aspect chro-
mosomiqgue, nous avons cherché Papparition, dans les trois formes de Ia
tumenr, d'un marqueur- biochimique, la déshydrogénase lactique [5]

* Article offert en hommage a4 M. le Professeur N. Teodoreanu pour son 80° anniver-
saire ‘ . o e o . SR .
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MATERIEL ET METHODE

Le liquide ascitique pour Vétude cytogénétique provient de rats Wistar-London inoculés
15 jours auparavant par voie péritonéale. Les tumeurs solides sont des tumeurs primitives
(greffées sous la peau ou inoculées dans le testicule) et des métastases récoltées le 25% jour.

La colchicine, en solutjon de 0,02 g.p. 100 est administrée par voie péritonéale 4 1a
dose de 5 ug par gramme corps. Deux heures plus tard, on recuefile 5 mi de liquide d’ascite
que l'on centrifugne (150 g) pendant 10 minutes. Le cuiot est ensuite resuspendu dans 50 ml,
d’eau de source et, aprés un fort barbotage, 1 est tenu, en vue de réaliser I’hypotonie,
4 37°C pendant 35 minutes. '

On fixe ensuite dans le mélange méthanol-acide acétique 3/1 pendant 30 minutes, 4
4°C, en renouveiant 4 fois le fixatenr.

Les lames sur lesquelles on étale la solution fixatrice contenant les cellules, sont séchées
a la flamme et colorées au Giemsa.

Pour I'étude chromosomique des tumeurs Guérin Ty solides, aprds un traitement iden-
tique 4 la colehicine, nous avons procéds a la dispersion des cellules. L’hypotonie, les fixations,
ia préparation des lames et logr coloration ont 4té les mémes que pour les ascites.

On a utilisé comme témoins 26 caryotypes de rats Wistar normaux,

En total on a analysé 367 métaphases dont 175 appartenant aux 4 ascites, 99 a2
métastases Pararénaies, 63 4 2 tumeurs intratesticullaires et 30 a Ia métastase inguinale.
Pour faciliter I'étude, les chromosomes ont éLé arrangés d’aprés les critéres morphologiques :
télocentriques, subtélocentriques, submétacentriques, métacentriques,

Pour analyse électrophorétique de 1a déshydrogénase lactigue (LDH), le matériel uti=
lisé provenait de 20 tumeurs, primairves ou métastases solides et ascites développées sur des
rats Wistar males.

La méthode utilisée a &té celle de I’électrophorése dans un gel d’agar 4 0,6 p. 1060, sur
des lames en verre de 76—26 mm, avec tampon véronal sodique & pH 8,4, a force ionique 0,1,
temps de migration de 90 minutes 4 280 V ¢t 3,6 mA par lame, A des températures comprises
entre 4 4 et - 10°C.

Comme révélateur des bandes d’isozymes nous avons choisi la solution de lactate de
sodium, dipyridine nucléotide (DPN) et Nitro Blue Tetrazoliam {NBT).

Les courbes d’extinction ont été obtenues par un intégratenr ERI 10.

Nous avons utilisé comme témoin Faspeet de I'électrophorése de PLDH dans 1'épiderme
du rat,

RESULTATS

Aucune des cellules étudides, tant dans les ascites que dans leg

tumeurs solides n’ont de caryotype diploide, méme si le nombre des chro-
mosomes est identique au nombre modal de Pespéce.

La répartition par groupes de fréquence ainsi que I'analyse morpho-
logique des chromogsomes révalent des différences entre les ascites et les
tumeurs- Guérin T, solides, concernant leurs « stem-lines ».

Au contraire, la «stem-line » des tumeurs solides, primitives ou méta-
statiques, est sensiblement identigue, comprenant 58 —64 chromosomes.
‘ Dans les ascites, on observe Pexistence d’une ,,stem-lines prin-
cipale aveec 40—5¢ chromosomes et d'une autre, beaucoup moins
fréquente, de 80—100 chromosomes, De méme on observe lexistence
de deux clages modales, l'une de 42—44 chromosomes ot Pautre de
82 —82 chromosomes, .
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La différence s plus facile 4 déceler entre la forme solide et Ia forme
ascitique de la tumenr Guérin T, est I'existence des chromosomes mar-
queurs, & savoir : pour les tumenrs solides, un gros chromosome submé-
tacentrique présent dans 68 P. 100 des cellules et pour ’ageite un chromo-
Some subtélocentrique de grande faille présent dang 63 P. 160 des cellules.
Ces deux chromosomes sont absolument spécifiques pour les formes, solide
et ascitique, de la tumenr Guérin T, et n’ont jamais trouvés 'un 3 Ia, place
de 'autre.

Nous avons cherché aussi le eomportement élecirophorétique de
Ia LDH dans la tumeur Guérin Ty, dans les métastases solides tout comme
dans la forme aseitique, en tant qu’indicatenr de la constitution génétique
des trois formes tumorales,

Le type électrophorétique de Ig déshydrogénage lactique (LDH)
de Pépiderme normale de rat (tdmoin) présente leg cing bandes caracté-
ristiques des cing isozymes connus, dont deux bandes disposées 4 Panode,
deux & la cathode et une au niveau d’origine. Les handes sont numé-
rotées selon la nomenclature européenne [20], avee LDH, & Panode jusqu’a
LDH;, comme derniére bande cathodigue.

Le type LDH pour les tissus tumoraunx solides, des tumeurs pri-
maires et des tumenrs métastatiques, présente la fraction LDH; cathodi-
que fortement exprimée par rapport aux antres bandes.

Les bandes LDH,, LDH,, et LDH, sont plus basses en comparaison
des fractiong correspondantes de type normal, et 1a bande LDH, anodique
est abgente,

I’électrophorése des extraits des celiules aseitigues présente aussi
des modifications Dar rapport an témoin, maiy différentes de celles obser-
vées dans les tumeurs solides, primaires oy métastatiques. La fraction
anodique LDH, est également absente, mais la bande la plus apparente
n’est plus LDH,, comme dans les tumenrs solides, maig LDH,, supérieure
4 la fraction correspondante du témeoin.

La bande cathodique LDH, est; plus basse en rapport avec la méme
bande des tumeurs solides et des témoins. Une certaine réduction concerne
également la bande LDH,, mais en comparaison des mémes bandes des
tumeurs golides, cette fraction et élevée. Les bandes LDH; et LDH, sont
les plus grandes dans le type aseitique en comparaison du tissu normal et
des tumeurs solides. .

On constate certaines différences entre le type de LDH normal et
celui appartenant aux extraits de tissu tumoral. fin effet la LDH de tu-
meur solide, primaire du métastatique, présente un modéle trés rapprochs,
Presque identique, tandis qus la LDH de Dextrait ascitique présente des
caractéristiques différentes aussi bien du type normal, que du type des
tumeurs solides, différence qui réside dans Ia présence des bandes LDH,
et LDH, plus fortement exprimées en comparaison des autres modéles
et de la bande LDH, beaucoup plus hasse en, rapport avec le témoin et
avee les tumeurs solides.

DISCUSSIONS

On observe des différences cytogénétiques entre les formes solides
et aseitiques de la tumeur Guérin Ty. En raison des divers milieux (entou-
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rage serré des cellules adjacentes dang la tumeur solide, et milieu lquide
des cellules ascitiques) les cellules en cauge sont caractérisées par des
structures génétiques différentes.. '

Il semble gue la «stem-line » des formes tumorales agcitiques et
solides constitue le résultat de I’action sélective dn milien pour le maintien
des divers types cellulaires. I’existence, dans les formes solides et aseiti-
ques de la méme tumeur, des structures cytogéndtiques différentes a été
aussi mise en évidence par Brillant et coll. [3]. ' :

‘La correspondance entre 1’état biologique et Ia structure génétique
explique pour Brillant Pagpeect cytogénétique non identique des formes
solides et ascitiques de la méme tumeur, ‘

Mais c’est 1'hétérogénsité cytogénétique des cellules tumoraleg
décrite par Ishihara [10] dans les épanchements tumoranx bhumains, par
Levan et Biesele [13] et par Ford [7] dans les tumeurs ascitiques des
rats et des souris, qui offre le blus riche matériel de sélection. Il est pro-
bable que la compétition pour le maintien des caracteéres cytogénétigues
les plus favorables, déerite comme un phénomeéne inhérent 4 la croissance
tumorale, par Hauschka ef Levan [91, s’est produite également dang le
cas de lascite Guérin Ty, en déterminant Iétablissement des « stem-lines »
prédominantes,

Létude cytogénétique comparative des formes solides ef ascitigues
de D’épithéliome Guérin T, montre D’existence d’une constitution eyto-
génétique différente, considérée comme le résultat dun processus de
sélection au sein de la population cellulaire tumorale initiale. ‘

La traduction biochimigue de cette différence cytogénétique serait
done un type nouveau de migration électrophorétique de I, LDH. ‘

La déshydrogénase lactique a attiré D’attention des biochimistes
oncelogistes parce. que cette enzyme participe aux phénoménes de Ig,
glycolyse anaérobe. La, majorité. des. auteurs constate Paugmentation de
Penzyme dans leg tumenrs, celle-ci dépassant 19 fois en-poids sa- valeur
par rapport & l'unité de protéine des tissus normaux [67]. :

L’aspect de la migration électrophorétique de Ia LDIT dans les
cancers bronchigques [12], du co! utérin [15], dans ceux induits par le
bérylium [177] et dans le sarcome J [2] montre que Pangmentation porte
surtout sur les isozymes cathodiques. Ce méme aspect: a été constaté
dans les tumeurs solides Guérin T e

~ En comparant les valeurs trouvées pour les isozymes cathodiques
LDH, et LDH,, l¢ rapport entre les subunités .polypeptidiques est de
1H/3M et respectivement OH/4M. On peut supposer que dans les tumenrs
i1 y a une synthése préférentielle de' la subunité M, donc une activité
accrue des génes responsables avec la synthése de cette protéine (on sait
que les deux chatnes polypeptidiques, H et M, 'qui’ constituent le tétra-
meére de Venzyme, sont ‘produits par deux'génes structurales différerites)
[13, [19]. o
Les tumeurs solides étudides, tant primaires que métastatiques,
Présentent une sugmentation trés marquée de LDHj;, ce qui indigue une
synthese trés active des polypeptides M et une-tendance marquée 3 la
Polymérisation, en tétrameéres, des chaines formdes, = . o
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L’absence totale de LDH, et les valours trag basses deg LDH, LpH,
et LDH,, semblent, montrer une synthage trés diminuée dy Polypeptide H.
De méme, i1 semble que toute lg quantité dy Polypeptide H synthétisde
concerne les isozymeg LDH,, LDH, et LDH,, fait dg, Probablement, 3
Paffinité plus grande deg subunités H pour leg subunités M gue Pour un
polypeptide de méme espéce. (Megt ce que semble confirmer leg valeurs
décroissantes des LDH,, LDH, et LDH,.

En ce qui concerne Pidentité dqu type de migration électrophorétique
de enzyme étudide, tant dang Jeg métastases solides que dans les tumenrs
primaires, le phénoméne ressemble 4 co qu'on a trouve dans la production
des métastaseg bar injections intraveineuses d’une suspension cellulaire
brovenant du sarcome de Yoshids, f117].

Les isozymes LD des cellules de 1’ascite Guérin T, ont une répar-
tition électrophorétique différente tant bar rapport au témoin, qu'en
Tapport avec les tumeurs solides, primaires oy non. Dans les cellules 28Ci-
tiques, Ia LDH; & une valeur Plus basse que chez le témoin et; 1 LDH,
est compldtement absente, En revanche, les LDH, et LDH, ont des valeurs
plus grandes que chez les témoins. On peut supposer done que, sans qu’il
Y ait un déficit marqué de la synthage d’une des subunités, Ia capacité deg
Polypeptides M 3 former deg homopolyméres est beaucoup plus petite
que Daffinité réciproque des subunités de type différent. I] se peut que I3
encore il y ait une Synthése plus basse deg Subunités H, vy que la LDH,
¥ fait compldtement défant,

A la constitution chromosomique différente S$’ajoute done un mar-
queur biochimique, qui distingue 1a forme solide de la tumenr Guérin
Tg de sa forme ascitique. :
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