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The results reported confirm previous studies on the 
intact erythrocyte. In addition, it is now possible to be 
more specific regarding the enzyme systems involved. In- 
hibition was noted when either G-6-P or 6-PG was used as 
substrate. Since preincubation favors increased inhibition, 
it would appear, at least in the case of G-6-PD, that  the 
phenothiazine blocks sites necessary for the action of the 
enzyme. By preincubating in the presence of TPN the 
inhibition is decreased, suggesting the preferential affinity 
of the apoenzyme for the TPN, thus preventing the 
enzyme-phenothiazine interaction. Alternatively, it is also 
possible tha t  TPN forms a complex with the phenothia- 
zinc, thus preventing its binding to the apoenzyme. 

I t  has been previously reported ~ tha t  T P N  stabilizes 
partially purified G-6-PD from erythrocytes. More 
recently, MARKS et al. ~ have presented evidence to in- 
dicate tha t  TPN or G-6-P protects purified G-6-PD 
against inactivation by heat. The latter authors suggest 
tha t  the substrate and coenzyme are important  to the 
stability of the enzyme structure. In view of this, it is 
conceivable tha t  phenothiazine inhibits the enzyme by 
influencing the TPN-enzyme interaction. 

Similar findings have been reported in studies of other 
coenzymes. LASSLO and MEYER a have reported a pheno- 
thiazine-enzyme complex with the D-aminoacid oxidase 
system and point to the structural analogy between the 
N-alkyl substituted phenothiazine and the N-r ibi tyl  sub- 
st i tuted isoalloxazine moiety of flavin adenine dinucleo- 
tide (FAD), the coenzyme for this system. In addition, 
YAGI et a1.10 have demonstrated the formation of com- 
plexes of chlorpromazine and flavins. They suggest tha t  
such an effect may have important  in vivo significance, 
particularly in view of previous work which indicated tha t  
modifications in electroencephalogram patterns induced 
by chlorpromazine could be reversed by FAD n 

T a b .  I I .  E f fec t  of T P N  c o n c e n t r a t i o n  on  inh ib i t ion  of Glucose-6-  
phosphate dehydrogenase 

TPN (lxmoles) % Inhibition 

0.46 49 
0.92 4~ 
1.38 30 
1.84 19 

Phenothiazine Concentration 1.5 ~tmoles. Assay: same as under Table I. 

Rdsumd. La thiop6razine, qui est un deriv6 de la familte 
de la ph6nothiazine, a le  pouvour d' inhibition sur l 'activit6 
du glucose-6-phosphate d6hydrog6nase et du 6-phospho- 
gluconate d6hydrog6nase dans les globules rouges. Ce 
pouvoir est modifi6 si on ajoute du TPN dans Ie syst&me 
enzymatique. Le degr6 de cette modification correspond 

la dose de TPN employee. 
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I~tude c y t o c h i m i q u e  des  g r o u p e s  su l fhydri les  au 
cours  des  m o d i f i c a t i o n s  de la d~terminat ion  e m -  
bryonna ire  chez  l'oeuf de l 'ours in  Paracen t ro tus  

l iv idus 

Le d~veloppement de l'ceuf d'oursin est gouvern6 par 
les relations mutuelles et comp~titives entre un gradient 
animal et un gradient v6g6tal 1. L'6quilibre entre ces deux 
gradients peut ~tre modifi6 exp6rimentalement par des 
m6thodes op6ratoires ou par Faction d'agents chimiques 
appropri6s, avec comme cons6quence l 'extension des 
structures entom6sodermiques (v6g6talisation) ou ecto- 
dermiques (animalisation). 

Nous nous proposons d 'examiner et de comparer la dis- 
tr ibution des groupes sulfhydriles dans les embryons v6g6- 
talis6s, animalis6s et t~moins. Les consid6rations suivantes 
font ressortir l'int6r~t de t'6tude des groupes sulfhydriles 
au cours des modifications expdrimentales de la d6ter- 
mination embryonnaire. L'animalisation est en effet pro- 
voqufe  par certaines substances capables de r6agir avec 
les groupes sulfhydriles telles que l 'acide o-iodosobenzo- 
ique ~, un d6riv6 organique du mercure, le Salyrgan 3, ainsi 
qu 'un d6riv6 sulfhydriM, l 'acide thiomalique 4. D 'autre  
part, l 'animalisation et la v6gdtalisatioli interf~rent avec 
les gradients de rfduct ion mis en 6vidence par CHILD s e t  
H ~ R S T A D I U S  e a u  c o u r s  d u  d6veloppement embryonnaire;  
ces gradients peuvent  correspondre A une rdpartition in- 
6gale de substances r6ductrices parmi lesquelles on peut 
consid6rer les d6riv6s sulfhydril6sL 

2ddthodes. Les ceufs de l 'oursin Paracentrotus lividus sont 
utilis6s dans ces exp6riences. Les oeufs f6cond6s et laves 

sont divis6s en trois groupes. L 'un de ces groupes con- 
stitue les embryons t6moins que l 'on fixe ~ ta fin de la 
gastrulation, "au moment  de la formation du m6senchyme 
secondaire. L'animalisation est provoqu6e en t ra i tant  les 
ceufs f~cond6s par une solution contenant  0,004% de 
chlorure de zinc dans l 'eau de met  8. La v6g6talisation est 
obtenue en t ra i tant  Ies oeufs f6cond6s par une solution de 
chtorure de l i thium A ta concentration 0,026 M. Aprbs 24 h 
les embryons sont enlev6s des solutions, lav6s et report6s 
dans l 'eau de mer normale off ils poursuivent leur d6ve- 
loppement pendant  20 h. Toutes les cultures sont faites 
la temperature du laboratoire. Les embryons animalis6s 
sont des blastulas hypercili6es pr6sentant une extension 
consid6rable de l'6paississement apical ectodermique et de 
la touffe cili6e apicale. L'archent6ron n'est  pas form6; 
quelques cellules m6senchymateuses sont situ6es au p6te 
v6g6tal. Les embryons v6g6talis6s sont caract6ris6s par 
une 6norme v6sicule entodermique ~ parois 6paisses et par 
une peti te v6sicule ectodermique g parois minces. Des 
cellules m6senchymateuses et des cellules pigmentaires 
sont r6parties dans te blastoc~le. 
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Les embryons  sont  fixes pendan t  12 h dans une solut ion 
aqueuse  d 'ac ide  t r ichloroac~t ique k 5%. Iis sont  ensui te  
inclus dans la paraff ine selon les techniques  habi tuel les  et  
coup6s ~ 15 ~ d'6paisseur.  Sur  chaque  lame on place en trois 
groupes s~par6s les embryons  animalis6s, v6g~talis6s et  les 
t6moins.  Cet te  disposi t ion a pour  bu t  d 'uni formiser  les 
condi t ions  de colorat ion e t  de facil i ter  les compara isons  
en t re  ces t rois  types  d ' embryons .  Les coupes sont  col l ies  

l ' eau  g61atineuse. L ' emp lo i  de l ' a lbumine  est  ~vit6 pour  
cet  usage en raison de la pr6sence des groupes sulfhydri les  
dans l ' a lbumine .  La  m6thode  de BENNETT ~ est utilis6e 
pour  la, d6tect ion des groupes sulfhydriles.  Ces groupes 
donnen t  une colorat ion orange avec le r6actif  de Bennet t ,  
le 1-(-4-chloromercuriphenylazo)-2-naphtol .  Les coupes 
sont  mises pendan t  3 h dans une solut ion satur6e de 1-(-4- 
ch loromercur iphenylazo)-2-naphto l  (L. L igh t  & Co.) dans 
l '6 thanol  ~ 80 °. La  sp6cificit6 de la r6act ion est  6prouvfe  
sur  des coupes t6moins dans  lesquelles le blocage des 
groupes sulfhydri les est  effectu6 au pr6alable pa r  des r6- 
act ifs  sp6cifiques de ces groupes.  Nous  avons  A cet  effet  
t rai t6 les coupes pendan t  24 h dans une solut ion satur6e 
d 'ac ide  ph6nylmercur ibenzoique  ou d 'ac ide  p-chloro- 
mercur ibenzoique  dans l '6 thanol  A 80 °. L 'absence  de 
colorat ion ult6rieure par  le r6actif  de Benne t t  indique que 
les groupes sulfhydri les ont  6t6 bloqu6s par  ces agents.  Ces 
deux  agents  se sont  montr6s  6ga lement  efficaces ~ ce t  
6gard. I1 est  ainsi possible de consid6rer  que  la colorat ion 
due au r6act if  de Benne t t  dans  les coupes non t rai t6es  est 
li6e ~ la pr6sence des groupes sulfhydriles.  L ' obse rva t i on  
de la colorat ion fa ib lement  orange des coupes est  facilit6e 
par  l ' emploi  de fil tres cons t i tu fs  par  un film photo-  
g raph ique  color6 avec une solut ion de bleu de toluidine ~°. 
Dans  ces condi t ions  la colorat ion appara i t  en rouge sur 
fonds bleut6. 

Rdsultats. Nous avons  au pr6alable observ6 la r6par- 
t i t ion  des groupes sulfhydri les  au s tade  2 blastom~res.  
P e n d a n t  la m6taphase ,  la colorat ion rouge s ignalant  la 
pr6sence des groupes sulfhydriles,  est  par t icul i~rement  
intense au n iveau  des fuseaux e t  des asters. Ces obser- 
va t ions  sur  l 'oeuf de Paracentrotus lividus conf i rment  les 
observat ions  ant6rieures faites par  KAWAMURA et  DAN 1° 
sur les oeufs des 4 esp~ces d 'ours ins :  Clypeaster ]aponicus. 
Hemicentrotus pulcherrimus, Pseudocentrotus depressus et  
Mespilia globulus. 

L ' o b s e rva t i on  microscopique des embryons  animalis6s, 
v6g6talis6s e t  t6moins a 6t6 fai te  sur  les sections don t  le 
p lan  de coupe passe par  les p61es an imal  et  v6g6tal. Sur  les 
coupes  d ' e m b r y o n s  animalis6s, on rep~re fac i lement  le 
p61e an imal  grace ~ l '6paississement  apical  ec todermique  
tr~s accentu6,  e t  le p61e v6g6tal  off se t rouve  localis6 un 
pe t i t  groupe de cellules m~senchymateuses  primaires.  
L 'o r i en ta t ion  des embryons  v~g~talis~s est ~galement  
facile puisque la p lupa r t  d ' en t re  eux sont  fo rm,s  d 'une  
par t ie  ec tode rmique  de pe t i te  taille, k parois  minces, 
raccord6e A une par t ie  en tom6sodermique  tr~s vo lumineuse  
e t  £ parois  6paisses. Les embryons  animalis6s e t  v6g6ta- 
lis6s ainsi qne  les t6moins  sont  color , s  en rouge et  la colo- 
ra t ion  appa ra i t  un i fo rm6ment  r6part ie  sur  chaque  coupe. 
Nous en concluons qn ' i l  n ' y  a pas de gradients  de r6par- 

t i t ion  des groupes sulfhydri les  dans  les gastrulas  t6moins 
et  dans les embryons  animalis6s et  v6g6talis6s dans ces 
condit ions.  La  colorat ion est sensiblement  de mSme inten-  
sit6 dans les gastrulas  t~moins et  dans les embryons  v6g6- 
talis6s. Les embryons  animalis6s pr6sentent  de net tes  
diff6rences ~ cet  6gard, cer taines coupes d 'une  m~me pr6- 
para t ion  appara i ssen t  plus color6es que  d 'aut res .  D 'une  
fa~on g6n~rate, e t  c o m p t e  tenu  de ces var ia t ions  indivi-  
duelles, la colorat ion des embryons  animalis6s est  plus 
accentu6e que  celle des gastrulas  t6moins e t  des embryons  
v6g6talis6s. Ce ph6nom~ne pr6sente  un int6r~t par t icul ier  
si l 'on se rappelle  que  Ie zinc utilis6 pour  p rovoquer  l 'ani-  
mal isa t ion  pr6sente lui -m8me une cer ta ine affinit6 pour  
les groupes sulfhydriles.  Dans  ces condit ions,  on pourra i t  
s ' a t t endre  A une d iminu t ion  des groupes sulfhydri les 
colorables par  le r6actif  de Bennet t .  L '~ tude  de ce ph6no'- 
m~ne pourra  6tre abord6e par  le dosage direct  des groupes 
sulfhydri les  aux  diff6rentes ~tapes de l ' an imal i sa t ion  par  
les ions zinc. BNCKSTR6M :1 a 6tudi6 par  des m6thodes  
microch imiques  et  h is tochimiques  les groupes sulfhydri les  
dans  les embryons  animalis6s par  l 'acide o- iodosobenzoique 
et  dans les embryons  v6gftal is6s par  le l i th ium.  La con- 
cen t ra t ion  en groupes sulfhydri les pr6sente une s6rie de 
var ia t ions  au d6but  du d6veloppement ,  puis elle d iminue  
au m o m e n t  de la diff6renciat ion du squele t te  et  de Fin- 
testin.  Par  r appor t  aux  t6moins,  la t eneur  en groupes sulf- 
hydri les  reste toutefois  16g~rement sup6rieure dans  les 
embryons  animalis6s e t  16g~rement inf6rieure dans  les 
embryons  v6g6talis6s. Aucune  re la t ion n ' a p p a r a i t  ent re  la 
d is t r ibut ion  des groupes sulfhydri les  et les gradients  de 
r6duct ionL Les observat ions  de B)/CKSTR6M et  les n6tres  
m o n t r e n t  que l ' an imal i sa t ion  et la v6g6tal isat ion n 'en-  
t r a inen t  pas de pe r tu rba t ions  notables  dans la r6par t i t ion  
des groupes sulfhydriles.  La  par t ic ipa t ion  6ventuel le  de 
ces groupes aux  processus de l ' an imal i sa t ion  et de la v6g6- 
ta l isa t ion reste  X d6te rminer  pa r  l ' ana lyse  des effets 
d ' au t re s  agents  an imal i san ts  e t  v6gf ta l i sants .  Nous  rap-  
pellerons qu ' en  ce qui  concerne les ions zinc, leur affinit6 
pour  les groupes sulfhydri les  n ' a p p a r a i t  pas jouer  un r61e 
essentiel  dans leur act ion animal isante ,  puisque,  en effet, 
un mdtal  trSs proche du zinc, le cadmium,  n 'exerce  qu 'une  
faible act ion an imal i san te  alors que son affinit6 pour  les 
groupes sulfhydri les est sup6rieure/~ celle du zinc. 

Summary. A cy tochemica l  s tudy  of the d is t r ibut ion  of 
su l fhydry l  groups in animal ized and vegeta l ized  embryos  
of the  sea-urchin Paracentrotus lividus has been made  by  
use of the  Benne t t ' s  reagent .  The  d is t r ibu t ion  of the  sulf- 
hyd ry l  groups appears  homogeneous  in these embryos.  
No grad ien t  has been observed in the  exper imenta l  con- 
di t ions used. 
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Histochemical Demonstration of Uridine Di- 
phosphate Glucose Dehydrogenase 

In  m a m m a l i a n  liver,  the  biosynthesis  of glucoronides 
involves  t he  format ion  of ur idine d iphosphoglucuronic  
acid (UDPGA)1.  This  ' ac t ive  g lucurona te '  is formed f rom 
uridine d iphospha te  glucose (UDPG) by  a d iphospho-  
pyr id ine  nucleot ide  (DPN)-specif ic  dehydrogenaseS,3 The 

purified dehydrogenase  4 ca ta lyzes  an irreversible two-s tep  
dehydrogena t ion  of U D P G  at  the  carbon-6 of glucose: 
U D P G +  2 D P N  + + U D P G A +  2 D P N H +  2 H  +. 
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