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(3) WORLEY 14 is of the opinion tha t  the 'Golgi reticu- 
lum'  is produced by the ruptured and elongated Golgi 
vesicles, and sometimes even the 'puddingstone'  masses, 
as he observed in the active cells of frog pancreas, may 
appear in the form of a ' reticulum'.  

I have studied the acinar cells of frog, toad, common 
house rat, and white ra t  pancreas by employing Aoyama, 
formaldehyde-osmium, Champy/iron-haematoxylin,  form- 
aldehyde-calcium/Sudan black, Lewitsky-saline/Sudan 
black ~s or iron-haematoxylin and Regaud/iron haema- 
toxylin or Sudan black techniques. To me it  appears that  
in addition to the above reasons, the 'Golgi networks'  
may be formed in the amphibian pancreatic acinar cells 
due to the following causes also: 

one can very well imagine the appearance which this 
"loose network'  of the mitochondria would give, when 
drastic techniques like KOLATCHEV, AOYAMA, DA FANO 
etc., involving long metallic deposition, are employed. 

My observation on the acinar ceils of anurans and rat 
pancreas have thoroughly convinced me tha t  most of the 
'Golgi networks',  appearing in osmium techniques, in the 
acinar cells during the late discharge and early recovery 
phases, are nothing but over-impregnated mitochondrial 
fibres. 

Similar reasons for the appearance of the 'Golgi net- 
work' in neurones have been given by THOMAS 11 and 
CAIN 18 

K.  C. KANWAR 

Department o/Zoology, Pan]ab University, Hoshiarpur 
(India), June 25, 1958. 

R~sumd 

I1 a 6t6 montr6 que l 'appareil  r6ticulaire classique de 
Golgi dans les cellules pancr6atiques des amphibies et des 
mammif~res est un produit  artificiel. Un certain nombre 
de raisons sont propostes pour expliquer ce fait. 

16 A. J. CAIN, Quart. J. micr. Sci. s9, 421 (1948). 

(1) When the zymogen synthesis starts in the cells, the 
medulla of the lipid vesicles, inside which the proteins are 
being synthesized, grows, and the outer sudanophil, osmio- 
phil, and argentophil cortex, which is ul t imately reduced 
to a thin crescentic cap, is seen attached to the matur ing 
zymogen granules. These residual lipid crescents detach 
from the extruding zymogen granules and aggregate hap- 
hazardly in the supra-nuclear region. Such an aggrega- 
tion of the lipid remnants,  if superficially observed, gives 
the appearance of the so-called disintegrated 'Golgi appa- 
ratus',  said to have been observed during the resting 
phase or early discharge phase 1,4. 

(2) With the onset of the discharge phase, there appear 
in the supra-nuclear zone, popularly known as 'Golgi zone' 
(free from zymogen granules), filamentous mitochondria 
which lie loosely interwoven and interspersed with the 
lipid granules and spheres. These mitochondria are stain- 
able with acid fuchsine after Regaud, whereas the lipid 
bodies are not. These filamentous mitochondria, as well 
as the lipid bodies, are blackened in osmium tetroxide prep- 
arations to give the appearance of a typical 'Golgi net- 
work'. But  the t ruth is revealed when such preparations 
are bleached with saturated solution of potassium persul- 
phate and coloured afterwards with Sudan black B. This 
dye colours only the lipid bodies whereas the mitochondria 
remain uncoloured and hence there is no 'Golgi network'.  

A very striking example of the filamentous mitochon- 
dria, appearing in the form of a 'network'  (Golgi), is shown 
in the Figure, which is of a cell in recovery phase from 
Lewitsky/iron-haematoxylin preparation of white rat  pan- 
creas. Though this reticulum resembles closely the typical 
'Golgi network' ,  yet  i t  is certain that  i t  is composed of 
only the mitochondria, as no previous worker has ever 
described the 'Golgi network'  in Lewitsky/haematoxylin 
preparations. If the Iibrillar mitochondria can give the 
appearance of a 'network'  in such harmless techniques, 

14 L. G. WORLEY, J, Morph. 7~, ~261 (1944). 
is j .  R. BAKER, Quart. J. micr. Sci. 97, 6~21 (1956). 

S u r  l ' in terac t ion  de la P r o t a m i n e  
avec  des  p r o t 6 i n e s  s 6 r i q u e s  

De nombreux poly61ectrolytes pr6sentent des interac- 
tions avec les prot6ines s6riques. Les plus connues de ces 
interactions sont la precipitation s6lective des /Mipopro- 
t6ines par l 'h6parine ou le sulfate de dextrane en presence 
de Ca++ ou bien par terrains autres polysaccharides sul- 
fates 1. 

Ces m6mes poly61ectrolytes pr6sentent une interaction 
notable avec le complexe haptoglobine s6rique-h6mo- 
globine, dont elles emp~chent la formation et inhibent son 
activit6 peroxydasique ~. Comme l 'haptoglobine est un 
muco~de as de pH iso~lectrique 4,1, on comprend que 
l ' interaction 61ectrostatique ne soit pas le seul facteur 
d6terminant I'affinit6 des polydlectrolytes pour les pro- 
t6ines s6riques 3. 

Deux d 'entre nous ont montr6 que la salmine ajout6e 
un s6rum humain normal ou pathologique produit une 

opacification initiale, suivie (pour une certaine concen- 
t rat ion de salmine, 2 mg/ml) A 37°C d 'une clarification 4. 
L'6tude physiopathologique de cette r6action fut effec- 
tu6e par DE GENNES et TRUFFERT 4. D 'aut re  part, nous 
avons entrepris des exp6riences dont nous pr6sentons ici 
les r6sultats pr61iminaires afin de pr6ciser au point de rue  
physicochimique la nature de l 'opacification et de la 
clarification. 

Nous avons cherch6 tout  d 'abord k pr6ciser quelles sont 
les prot6ines du s6rum qui seraient susceptibles de former 
avec la salmine un complexe insoluble dans les conditions 

1 p. BERNFELD, V. M. DONAHUE et M. E. BERKOWITZ, J. biol. 
Chem. Z26, 51 (1957). 

2 L. ROBERT, V. BAJIC et M. F. JAYLE, C. R. Acad. Sci. 242, 2868 
(1957). 

a M. F. JAYLE et G. BOUSSIER, Expos6s annuels de Biochimie 
M6dicale (1956). 

4 J.L. DE GEI~SES, Presse m6d. 65,263 (1957).- J. L. DE GENNES 
et J. TRUFFERT, C. R. Soc. Biol. 148, 1361 (1954); C. R. Soc. Biol. 
149, 648 (1955). 
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mSmes off l 'opacif ica t ion e t  la clarification furent  obser- 
v~es ~. 

~/ous avons  donc dtabli  des courbes de t i t rage ndphdlo- 
mdtr ique  d ' u n  cer ta in  nombre  de protdines isoldes et  puri-  
IiSes. Les protdines,  dissoutes dans  l 'eau distillde ou darts 
un mil ieu salin dilud (volume final 10 ml), aux environs 
de p H  6,0, furen t  placdes dans la cu re  cylindrique du 
ndphdlomAtre Elec t rosynth~se  (dont la photocellule en- 
toure  compl~ temen t  la c u r e  cylindrique) et  avons ajoutd 
des quan t i tds  croissantes de salmine dilude (solution ~t 
3,5 g/1 dilude e x t e m p o r a n d m e n t  20 fois avec de l 'eau dis- 
till6e) ~ l ' a ide  d ' nne  microp ipe t te  ~t constriction. On lit  
la turb id i td  apr~s chaque  addi t ion  sur un galvanom~tre 
A.O.I .P .  (sensibilitd 0,6 10 -s  A/mm,  shuntd selon les ex- 
pdriences ~ ~/s a ~/s0)- 

~oo (az~m~ 

qO14 0,035 ~007 O,027 !007 0,007 O, OOTm# Salm/ne 
Haptog/oOine a z p p Sanaor COylomic#ons-p.at~ 2 

(a) g~ (c) (d) 

Courbe de titrage n~phdlomdtrique des lipoprotdines et de l'hapto- 
globine. Abscisses: mg salmine ajout~e. Ordonndes: turbidit~ du 
syst~me, exprimde en unitds arbitraires de lecture du galvanom~tre. 

a Haptoglobine humaine mdlange des types Hp II - Hp II et 
Hp II - Hp I, 80~ pur; solution h 3 mg/ml dans l'eau distillde. 

b c~ lipoprotdine du sdrum humain obtenue par ultracentrifuga- 
tion entre les densit~s de 1,100 et 1,063, solution de 0,6 mg]ml. 

c fl:fl-lipoprot~ine du sSrum humain, obtenue par ultracentrifu- 
gation h une densitd de 1,063 en solution dans le mdlange salin KBr- 
NaC1 ~ 8,77 g/l; 70 mg/ml, dont 76,5% de lipides. Concentration 
saline au cours du titrage: 0,08 h 0,43 g/1. 

c fl-Sandor: Euglobuline III de SANDOR a, solution ~ 70 mglml 
dans un tampon phosphat$ ~ 0,01 M pH 7. 

d MSlange de chylomicrons, de 0c- et de fl-lipoprotSines obtenus 
par ultracentrifugation du sdrum humain A une densitd de 1,135. 
Concentration globale en lipides: 15 mg/ml. 

Parrot  les protSines purifides que  nous avons pu exa-  
miner ,  les su ivan tes  on t  donnd des rdsultats intSressants: 

Les sdrumalbumines  humaine  (CNTS) et bovine (Ar- 
mour) ne donnen t  pas de turbidi t6  dans ces conditions, 
m~me si Yon a jou te  de la p ro tamine  concentr$e jusqu'~t 
3 m g  pour  les 2 m g  de sdrumalbumine.  

La  7-globul ine huma ine  non plus jusqu '~  une quant i t~  
de 52 mg  de p ro tamine  pour  20 mg de ~-globuline (dans 
l 'eau distillde & p H  7,3). 

Des rdsul ta ts  nSgatifs furent  obtenus avec les mucoides 
sdriques sulfosalicylosolubles ou perchlorosolubles, con- 
centrds e t  dialysds. Pa r  contre  l 'haptoglobine (mdlange 
de H p  I - I I / H p  I I - I I )  par t ie l lement  purifide, prdparde 
par  BOUSSlER ~, donne une opacif icat ion tr~s nette.  La  
courbe a de la F igure  mont re  la courbe de t i t rage ndphdlo- 
mdtr ique  obtenue.  

Les l ipoprotdines donnent  aussi une  opacif icat ion avec  
de tr~s faibles quant i tds  de salmine. Les courbes b, c, d de 

5 j .  L. DE GENNES, ThAse de mddecine (Paris 1957). 
S G. SANDOR, P. SLIZEWICZ et M. BURSTE1N~ Bull. Soc. Chim. 

biol. 39, 843, 857 (1957). 
G. BoussmR, C. R. Acad. Sci., Paris 246, 1769 (1958). 

Baisse de I'intensitd d'opacification par le sulfate de dextrane et le 
cetavlon apr~s l'incubation du sSrum avecla salmine ~t 37 ° pendant 

24 h 

MIG. 
REB. 
GAS. 
GUE. 
GRO. 
ART. 
DUM. 
HUP. 
PRA. 
LUC. 
PRO. 
COL. 
GON. 
DEG. 
BOU. 
SER. 
DUM. 
COR. 

Sulfate de Cetavlon Nom Dextrane 
7o~' de baisse % de baisse 

16,6% 
17 % 
10 % 
17 % 
13 % 
14 % 
14 % 
28 % 
13 % 
18 % 
19 % 
18 %, 
2 1 %  
10 % 
20 % 
15 % 
14 % 
17 % 

22% 
28% 
28% 
19% 
36% 
30% 
21% 
38% 
43% 

o% 
32% 
38% 
36% 
50% 
32% 
35% 
40% 
50% 

Lea rSactions ont *t6 fares apr~s une incubation de 24 h ~ l'dtuve ~t 
37 ° C de I ml de s,rum + 0,2 ml de salmine ~ I%. 

la Figure donnent les rdsultats obtenus avec diffdrentes 
prdparations. 

Qualitativement routes ces conrbes sont semblables: 
elles ont une forme en S, avec une branche horizontale 
(correspondant ~ la quantit6 minimum de salmine nSces- 
saire pour induire ropacification), une pattie montante 
et une branche asymptotique. 

L'analyse quantitative de ces courbes, qui sera d~crite 
dans une note ultdrieure s, montre que la salmine prdcipite 
avec la/~-lipoprotdine dans un rapport stcechiomdtrique 
bien ddfini. 

Les dtudes de Ross 0 ont montrd qu'un grand nombre 
de protdines prdcipitent avec la protamine dans un rap- 
port moldculaire bien ddfini ~ un certain pH. Pour la 
fl-lipoprotSine du s~rum normal ce ,pH de transition, ne 
peut ~tre trAs dloignd de 7, selon nos expdriences. Sa va- 
leur exacte est difficile ~t prdciser car l'addition de tam- 
pons ou de base et d'acide ~ la protdine emp~che l'opaci- 
fication avecla protamine. 

Parrot les prot~ines testdes, seules les lipoprotdines et 
l'haptoglobine prdcipitent darts ces conditions (pH 6-7, 
solution dilude) avec la protamine. Les mucoides ~t pH 
isodlectrique bas du filtrat perchlorique et sulfosalicylique 
ne prdcipitent pas avec la protamine ~t ce pH contraire- 
ment aux haptoglobines du type Hp II-Hp II, dont le 
pHi est ~ 4,1 environ. 

Ces rdsultats nous ont incitds ~ expliquer les change- 
ments  survenus  au n iveau  du s~rum en prdsence de pro ta -  
mine (opacification suivie de clarification) pa r  les modi -  
fications subies par  les lipo- et  cer ta ines  glycoprot6ines  
du s6rum. En  a d m e t t a n t  que  ropac i f i ca t ion  soit  due  
une rdaction entre  la salmine d 'une  pa r t  et  cer ta ines  lipo- 
e t  =-glucoprotdines d ' au t re  part ,  ces protdines do iven t  
~tre ,modif ides ,  au cours de la clarif ication.  On  p e u t  s ' a t -  
t endre  ~ ce que  ce t te  modif ica t ion  se t raduise  pa r  une  
rdactivitd diminu6e aux  tes t  plus ou moths spdcifiques 
utilisds pour  leur raise en 6vidence dans le sdrum. 

s L. ROBERT, J. POLONOVSKI et J. TRUFFERT, Bull. Soc. Chim. 
biol., ~ para~tre. 

V. Ross, Arch. Biochem. Biophys. 50, 34 (1954). 
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Le Tableau  mont re  en effet  que  l ' incuba t ion  du s6rum $ 
a v e c l a  p ro tamine  d iminue  le t a u x  des l ipoprot6ines (mises 
en 6videnee pa r  le tes t  de BURSTEIN modifi6 par  BADII~ 
et  SCHMITT du sulfate  de dex t r ane  1°) et  celui  des glyco- 2,5 
prot6ines (dos6es par  la m6thode au c6tavlon  de MARTIN 
et  BADINll). La  baisse constat6e par  ces 2 m6thodes  peu t  
~tre interpr6t6e de plusieurs fa~ons. P a r m i  les hypotheses  2 
possibles nos exp6riences en cours s ' accorden t  le mieux  
avec celle a d m e t t a n t  la d6gradat ion  e n z y m a t i q u e  des 
l ipoprot6ines apr~s leur f loculat ion pa r  la p ro tamine .  
N o t a m m e n t  la c lar i f icat ion n ' es t  plus constat6e si le s6rum /,5 
est chauff6 au pr6alable ~ 56 ° C 30 m i n e t  p e u t  etre  inhib6e 
par  le CNK, la  quin ine  et  d ' au t res  inhibi teurs  des est6rases 7. 
La  clar i f icat ion 6volue d ' au t r e  pa r t  parall61ement avec  la 7 
d iminu t ion  du tes t  au sulfate  de dext rane .  U n  parall61isme 
semblable  n 'ex is te  pas pour  les glycoprot6ines r6agissant  
avec  le ce tav lon  : la baisse est  ins tantan6e  apr6s l ' add i t ion  I 0,5 
de la p ro tamine  et  ne var ie  plus au cours de la clarif ication.  

! 

J .  TRUFFERT, J .  L. DE GENNES, L. ROBERT @¢~ 
et  J.  POLONOVSKI 0~ 

Laboratoire de Chimie de la Clinique Propddeutique,  
Hdp i ta l  Broussa is  el Service de Chimie,  Facul td de Mdde-  
cine de Paris ,  le 5 aoFct 1958. 

47,5 . I_ ~1- 37.5 

" " ' ' ' -  - -  ~ . . . . . . . .  37,5 

1; 60 7; 9'0 765 120 
mln 

Abb. 1. J~nderung der Gewebsatmung der Froschleber bei I3ber- 
fiihrung yon 47,5 ° C in 37,5 ° C. 

S u m m a r y  

We not iced  the  fo rmat ion  of a prec ip i ta te  on adding 
salmine to di lute  aqueous  prote in  solut ion a t  p H  6-7. 
H u m a n  and bovine  serum albumin,  h u m a n  y-globulin,  
and the  perchloro-  and sulfosalicylosoluble mucoides  do 
not  prec ip i ta te  in th is  condit ion,  e- and fl-l ipoproteins 
prepared  by  f loa ta t ion  and by  Sandor ' s  t echnique  gave  
S-shaped nephe lomet r ic  t i t r a t ion  curves,  as did hap to -  
globin, a m ix tu r e  of the  types  H p  I I - H p  I I  and H p  I I -  
H p  I. In  sera incuba ted  24 h a t  37°C wi th  pro tamin ,  the  
d e x t r a n  su lphate  tes t  and the  ce tav lon  tes t  show a dimi-  
nished va lue  for fl-lipo- and e-glucoprotein.  L ipopro te in  
degrada t ion  is p robab ly  enzymat i c  in nature .  

10 j .  BADIN et F. SCHMITT, Ann. Biol. clin. 15, 469 (1957). 
11 j .  MARTIN et J. BADtN, Anti. Biol. elin. 15, 675 (1957). 

Ein B e i t r a g  z u r  i r r e v e r s i b l e n  

T e m p e r a t u r i n a k t i v i e r u n g  d e r  G e w e b s a t m u n g  

Abgesehen yon der  Un te r suchung  von  FIELD et al. 1 l iegt 
bis heute  keine wei tere  Beobach tung  fiber E rho lung  einer 
Gewebsa tmung  nach E inwi rkung  einer hohen  T e m p e r a t u r  
- durch  Rf ickkehr  auf  eine noch physiologische Tempe-  
ra tu r  - vor.  Es wurde  daher  die A t m u n g  der  Leber  und 
H a u t  yon (Sommer- )Fr6schen  fiir 1/2-21/2 h bei 47,5°C 
und  anschliessend fiber eine wei tere  S tunde  bei  37,5° C 
verfolgt .  

Die Messung der  Gewebsa tmung  erfolgte nach  dem di- 
rek ten  Verfahren  von  W a r b u r g  in subs t ra t f re ie r  Krebs-  
Phosphat r inger l6sung,  Gasphase:  Luft .  

E in  typisches  E x p e r i m e n t  ist  in Abbi ldung  i angegeben,  
die Resu l t a t e  sind in Abbi ldung  2 zusammengefass t .  
Hie r in  bedeu t e t  A die durchschni t t l iche  Abweichung  der  
nach der  I nkuba t i on  bei 47,5°C bei einer  T e m p e r a t u r  yon  
37,5°C gemessenen A t m u n g  gegentiber der  normalen  At -  

1 J. FIELD, F. A. FUltRMAN und A.W. MARTIN, J. Neurophysiol. 7£ 
117 (1944). 

m u n g  bei gleicher Tempera tu r .  Sic ergibt  eine mi t  Inku-  
ba t ionsdauer  zunehmende  s ta t i s t i sch  s ignif ikante  Ver- 
minderung.  Der  Vergleich der  E r h o l u n g s a t m u n g  bei 
37,5 ° C mi t  der  bei 47,5 ° C gemessenen A t m u n g  des glei- 
chen Zei t raums (Kurven  B) ergibt  an der H a u t a t m n n g  
keine durchschni t t l i che  Abweichung,  dagegen ble ibt  die 
L e b e r a t m u n g  t ro tz  sp/~terer Rt ickf t ihrung ill 37,5°C nie- 
driger als bei 47,5°C. U n m i t t e l b a r  nach  Tempera tu r -  
wechsel  t re ten,  wie Abbi ldung  1 zeigt, bei 37,5°C schnell  
vor i ibergehende Anst iege  der Atmung ,  sogenannte  over-  
shoots auf. Abbi ldung  2 1/isst e rkennen  (Kurven  C), dass 
diese besonders nach  Inkuba t i on  von  I und 1x/2 h Dauer  
auf t re ten.  

Es  ruf t  demnach  schon eine kurze Inkuba t ion  der Ge- 
webe bei 47,5°C eine irreversible E n z y m - I n a k t i v i e r u n g  
hervor.  In  den meis ten FAllen k o m m t  es aber  zun~chst  
zu einer vor i ibergehenden Akt iv i e rung  im Sinne yon over-  
shoot -Ph~nomenen,  welche ffir den Sauers tof fverbrauch  
yon  Tieren  bei Tempera tu rwechse l  im subop t ima len  Be- 
reich neuerdings yon GRAINGER 2 beschrieben worden  sind. 
Dadurch  Ahneln die exper imente l len  K u r v e n  (Abb. 1) sehr 
s tark  jenen,  welche be im Einfluss hoher  Konzen t ra t ionen  
yon  4,6-Dini tro-0-kresol  an  der  A t m u n g  geseh/tdigter 
Gewebe auf t re ten  2, was im Sinne der  Theor ie  yon  JoIIN- 
son  4 neuerl ich fiir Gemeinsamkei ten  in der  Wi rkung  der  
T e m p e r a t u r  m i t  der  chemischer  Agent ien  spricht .  Der  
merkwi i rd ige  Untersch ied  im Verha l ten  der  H a u t -  gegen- 
fiber der L e b e r a t m u n g  (Abb. 2, B) erklSrt  sich zum Tell 
daraus,  dass erstere bei 47,5°C einen stfirkeren in-vitro- 
Abfal l  als le tz tere  erf~hrt  5. Die eigent l iche Ursache  fiir 
die Verminderung  tier L e b e r a t m u n g  auch nach  Rtick-  
f i ihrung in 37,5°C gegeni iber  der  gleichzei t igen Atmungs -  
h6he yon  47,5°C muss wohl  dar in  erbl ickt  werden,  dass 
die Froschleber  in s t i t rkerem Masse als die Froschhau t  
E n z y m e  aufweist ,  deren Gleichgewicht  nach  dem inak- 
r iven Zus tand  verschoben  ist  5. Die T e m p e r a t u r  yon 
47,5°C muss  daher  durch Verst~Lrkung dieser Inak t iv ie -  

2 j .  N. R. GRAINGER, Nature 178, 930 (1956). 
3 A. LOCKER und K. H. SPITZ'/', Exper. 7, 350 (1951). 
4 F. H. JOHNSOr:, H. ERRING und M. J. POLISSAR, The Kinetic 

Basis o/Molecular Biology (New York-London 1954). 
5 A. LOCKER, Z. Naturforsch. 13b, 548 (1958); Pflfigers Arch. 267, 

358 (1958). 


