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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  +. 

: G. J. DUTTON and I. D. E. STOREY, Biochem. J. 53, xxxvii (1953). 
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Fig. 1. Sites of UDPG dehydrogenase activity in rat liver epithelium. Fig. 2. UDPG dehydrogenase activity in proximal tubule of rat 
× 960, kidney. No reaction in distal tubule (bottom). × 960. 

T h e  h i s t o c h e m i c a l  d e m o n s t r a t i o n  of s i tes  of D P N  re- 
d u c t i o n  is a ch i eved  b y  t he  t r a n s f e r  of h y d r o g e n  f rom 
reduced  c o e n z y m e  to t e t r a z o l i u m  sa l t  ( hyd rogen  acceptor )  
b y  a f l a v o p r o t e i n  s e p a r a t e  f rom t h e  dehyd rogenase .  
A l t h o u g h  in sec t ions  of t i ssues  where  U D P G  d e h y d r o -  
genase  ha s  been  s h o w n  to occur,  a n  a b u n d a n c e  of D P N H -  
t e t r a z o l i u m  r e d u c t a s e  can  be  d e m o n s t r a t e d  to  be  p resen t ,  
t e t r azo le  was inef f ic ient  as sole h y d r o g e n  accep to r  in a 
s y s t e m  i n v o l v i n g  t h e  o x i d a t i o n  of U D P G .  I t  was  f o u n d  
neces sa ry  to  i n t r o d u c e  a q u i n o n e  ( 2 - m e t h y l - 1 : 4 - n a p h t h o -  
qu inone ,  m e n a d i o n e )  as i n t e r m e d i a t e  e lec t ron  ca r r ie r  to  
t e t r a z o l i u m .  A p p a r e n t l y ,  e n d o g e n o u s  t e t r a z o l i u m  reduc-  
t a se  does  n o t  r e a c t  suf f ic ien t ly  w i t h  D P N H  g e n e r a t e d  b y  
soluble  3 U D P G  dehydrogenase .  I n  t h i s  case, h y d r o g e n  
t r a n s f e r  to  t e t r azo l e  is b e t t e r  accompl i shed  b y  a q u i n o n e -  
r e d u c t a s e  s y s t e m  w h i c h  is h i g h l y  a c t i v e  in t h e  c y t o p l a s m i c  
(i.e. m i c r o s o m a l  a n d  soluble) f r ac t ions  ~. Coa t ing  of 
sec t ions  w i t h  pur i f ied  bac t e r i a l  d i a p h o r a s e  d id  n o t  i m p r o v e  
t h e  h i s t o c h e m i c a l  reac t ion .  P h e n a z i n e  m e t h o s u l f a t e  cou ld  
n o t  s u b s t i t u t e  for  m e n a d i o n e  as e lec t ron  carr ier .  

F r e s h  sec t ions  f rom b locks  of r a t  or m o u s e  t issue,  
q u e n c h e d  in l iqu id  oxygen ,  were  c u t  a t  5 ~ on  a c r y o s t a t  
a n d  i n c u b a t e d  a t  37 ° for 30 m i n  in a m e d i u m  c o n t a i n i n g :  
U D P G  (f rom yeas t ) ,  5 × 10 -4 M ;  D P N ,  3 × 10 -3 M ,  m e n a -  
dione,  2 × 10 -n .~r; 3, 5-diphenyl-2-(4 ,  5 - d i m e t h y l  th i azo l -  
2-yl) t e t r a z o l i u m  (MTT), 1 × 10 -3 M ;  CoC12, 2.4 × 10 -3 M ;  
t r i s h y d r o x y m e t h y l  a m i n o m e t h a n e - H C 1  buffer ,  0.1 M, 
p H  7.4; b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  1% (w/v). Cont ro l  sec t ions  
were i n c u b a t e d  in m e d i u m  lack ing  s u b s t r a t e .  

S t r o n g  U D P G  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  was  f o u n d  in l iver  
e p i t h e l i u m  (Figure  I) a n d  in t h e  p r o x i m a l  t u b u l a r  cells of 
k i d n e y  (Figure  2). W e a k  a c t i v i t y  could  be  d e m o n s t r a t e d  
in h e a r t  musc le  f ibres,  in  f ibrocytes ,  a n d  in  cells of hya l i n e  
car t i lage .  B o t h  ske le t a l  musc le  a n d  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  
were inac t ive ,  I n  c o n t r a s t  to  l iver  cells of a d u l t  an imals ,  
no  U D P G  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  was  f o u n d  in  foe ta l  
l iver.  Low levels  of b o t h  U D P G A  a n d  u r i d i n e  d i p h o s p h a t e -  
t r a n s - g l u c u r o n y l a s e  in  foe ta l  l ive r  h o m o g e n a t e  ha s  been  
desc r ibed  b y  DUTTON s. 

I n  t h e  p resence  of b o t h  m e n a d i o n e  a n d  oxid ized  co- 
enzyme,  t h e  ' n o t h i n g  d e h y d r o g e n a s e '  effect  7,s was  pro-  
n o u n c e d  even  a t  p H  7.4. Th i s  effect  neces s i t a t ed  t h e  use of 
a s u b o p t i m a l  p H  3 for  t h e  h i s t o c h e m i c a l  r e a c t i o n  a n d  i t  
was  essent ia l  to  c o m p a r e  t h e  resu l t s  to  n o n - s u b s t r a t e  
controls .  S u b o p t i m a l  cond i t ions  m a y  be  respons ib le  for  
o u r  fa i lure  to  d e m o n s t r a t e  U D G P  d e h y d r o g e n a s e  in 
c e r t a i n  s i tes  where  t h e  e n z y m e  can  be  a s s u m e d  to  be  
p r e s e n t  as, for ins tance ,  in  gas t r i c  mucosag.  

E x c e p t  for  l iver,  a h i s t o c h e m i c a l  s u r v e y  of v a r i o u s  
o rgans  of t h e  r a t  fai led to  e s t ab l i sh  a pos i t ive  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  U D P G  d e h y d r o g e n a s e  a n d  f l -g lucuronidase  ac- 
t i v i t y .  A t  p resen t ,  the re fore ,  t h e  h e p a t i c  p a r e n c h y m a  is 
t h e  on ly  s t r u c t u r e  for  w h i c h  h i s t o c h e m i c a l  ev idence  of a 
' U D P - c y c l e '  10 is ava i lab le .  

Zusammen/assung. Es  wird  eine M e t h o d e  zu r  h i s to -  
c h e m i s c h e n  L o k a l i s a t i o n  de r  Ak t iv i tA t  y o n  DPN-spez i -  
f i scher  U D P G - D e h y d r o g e n a s e  beschr i eben .  Das  W as s e r -  
s toff  i i b e r t r a g e n d e  S y s t e m  v o m  r e d u z i e r t e n  C o e n z y m  zu 
N - T h i a z o l - s u b s t i t u i e r t e m  M o n o t e t r a z o l  ( R e d u k t i o n s i n d i -  
ka to r )  b e s t a n d  in  d e r  e n d o g e n e n  M e n a d i o n r e d u k t a s e .  
St~irkste U D P G - D e h y d r o g e n a s e a k t i v i t ~ i t  f a n d  s ich in 
L e b e r e p i t h e l i e n  u n d  p r o x i m a l e n  N i e r e n t u b u l i  ausgewach-  
sene r  Tiere  (Ra t t e ,  Maus) .  
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E r y t h r o p o e s e  bei  b i la tera l  n e p h r e k t o m i e r t e n  
K a n i n c h e n  1 

Es  wi rd  h e u t e  f i b e r e i n s t i m m e n d  a n g e n o m m e n ,  dass  die 
E r y t h r o z y t e n p r o d u k t i o n  d u t c h  e inen  P l a s m a f a k t o r ,  E r y -  
t h r o p o e t i n  g e n a n n t ,  s t i m u l i e r t  wird.  Der  O r t  de r  E r y t h r o -  
p o e t i n b i l d u n g  is t  n i c h t  s icher  b e k a n n t .  Aus  k l in i schen  
B e o b a c h t u n g e n  de r  l e t z t e n  J a h r e  sowie aus  t i e rexper i -  
m e n t e l l e n  U n t e r s u c h u n g e n  wurde  gefolgert ,  dass  die Niere  

die B i l d u n g s s t ~ t t e  eines e r y t h r o p o e t i s c h  h o c h w i r k s a m e n  
P r inz ips  sein mtisse.  So l a n d  m a n ,  dass  bei  P a t i e n t e n  m i t  
b e s t i m m t e n  schweren  N i e r e n e r k r a n k u n g e n  wie H y p e r -  
n e p h r o m ,  N i e r en ca rc i n o m,  H y d r o n e p h r o s e ,  Cys tenn ie re ,  
g le ichzei t ig  e ine P o l y z y t h ~ m i e  b e s t a n d ,  die ge legen t l i ch  
n a c h  E n t f e r n u n g  de r  e r k r a n k t e n  Niere  wieder  v e r s c h w a n d .  
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