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lysis occurred after the following periods in h: 23/,, 31/,
4, 41/,, 4, 5, 31/, and 4 (average: 355/,).

In a third series, separate solutions of UK (2500 U/ml)
and 5% Polysorbate were given simultaneously in
separate veins. In 9 animals lysis occurred after the fol-
lowing hours: 71/,, 71/,, 6, 4/,, 4, 5, 71/, 7 and 8 (average:
61%/.). This approaches the period of time required for
UK alone,

Discussion. Many organic compounds are known to en-
hance lysis of fibrin clots?. Quaternary detergents enhance
the fibrinolytic activity of trypsin and in small concen-
trations also that of streptokinase-activated human plas-
min (chiefly consisting of SK-activator)?® Some non-ionic
wetting agents also enhanced fibrinolysis by SK-activa-
tor, presumably due to a stabilizing influence?. Loss in
activity caused by adsorption to glass can often be pre-
vented by gelatine®® or by Tween 80@7. Our results
show that gelatine or Polysorbate 80 prevents or de-
creases the adsorption of UK to glass, but a potentiating
effect appears also to exist, since the total yield of activity
was increased. Triton X, another surface-active agent,
releases plasminogen activator from lysosomes®. Intra-
venously applied, an inhibition of fibrinolysis was re-
ported®. Sodium morrhuate, an anionic detergent, de-
stroys fibrinolytically active cells of the vessel wall'?, Our
results indicate that Polysorbate enhances the effect of
UK on thrombolysis in vivo. Whether this enhancement
is due to a stabilization of the active compound or to a
prevention of its removal by adsorption is as yet un-
known. Interestingly, a compound enhancing thromboly-
sis in a simulated circulation system has been isolated
from red blood cellsi!, suggesting a possible role in the
normal resolution of thrombilZ

Zusammenfassung. Polysorbate 80 (Tween 80®), sine
polyhydroxyle, nicht-ionisierbare, oberfldchenaktive Sub-

Inhibition par les sels de tetrazolium de I’activité
monoamine-oxydasique d'une suspension mito-
chondriale de cerveau de mouton

Les sels de tetrazolium sont d’un emploi fréquent en
microscopic optique et électronique pour la détection de
diverses deshydrogénases; c¢’est pourquoi il nous a paru
intéressant d’étudier l’action éventuelle de ces sels sur
I'activité de l'une d’entre elles: la monoamine-oxydase
d'origine cérébrale.

Matériel et méthodes. (1) Source enzymatique. Nous
avons choisi comme préparation enzymatique une suspen-
sion de mitochondries de cerveau de mouton préparée
d’aprés SoMocyr et al.l. Les cerveanx d’agneaux de 6-7
mois recueillis 3 Iabattoir immédiatement aprés l'abat-
tage dans une solution de saccharose 0,25 M maintenue &
environ 4°C, sont ensuite broyés et homogénéisés au
broyeur de Potter dans une solution de saccharose 0,253
tamponnée & pH 7,4 (EDTA: 0,001 M — tampon Tris HCI
0,01 M). Le surnageant obtenn aprés une premiére centri-
fugation de 10 min & 1150 g est centrifugé 15 min &
12650 g. Le culot ainsi obtenu est repris par une solution
de saccharose 0,25 M non tamponnée et centrifugé 10 min
4 16500 g. Le dernier culot est finalement repris par une
solution de saccharose 0,253/ non tamponnée de facon a
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stanz, vermindert die Adsorption von Urokinase an Glas,
erhoht deren fibrinolytische Aktivitdt in vitro und stei-
gert ihre thrombolytische Wirkung in experimentell her-
vorgerufenen Thrombosen im Kaninchen.
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obtenir environ 0,5 ml de suspension pour 1 g de tissu
cérébral frais.

Toutes les opérations sont conduites en chambre
froide entre 0 et 4°C et les suspensions obtenues sont
conservées congelées a — 20°C.

Les préparations mitochondriales ont été controlées
par une étude au microscope électronique. Les culots de la
derniére centrifugation sont fixés & P'acide osmique & 29,
en milien tamponné selon PALapE? pendant 1 h puis,
aprés deshydratation & l'alcool éthylique, inclus dans
Varaldite selon la méthode de GLAUERT et GLAUERTS
Les coupes ultra fines pratiquées grice 4 un ultra-micro-
tome Porter Blum ont été examinées sans coloration pre-
alable avec un Superscope JEM. Les images obtenues
montrent des plages de mitochondries semblant gonflées,
d’aspect ovoide et dont le grand axe mesure 1~1,5 p. La
pureté des préparations est supéricure a 95%.
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Tableau I. Oxydation de la tyramine; consommation d'oxygéne en ul/mg de protéines (valeurs moyennes 4 leur écart type)

(S) 5 10 15 20 25 30 35 40

3,45-103M 0,264+ 0.06 0,54+ 0,07 0,794 0,07 1,024009 1,28-40,11 1,524-0,16 1,80 4+ 0,18 2,06 - 0,17
1,38-10-3M 0,224 0,05 047 +0,08 0,69-+008 0854011 1,07+0,11 1,24+0,16 1,454+ 0,18 1,60 4 0,19
0,69-10-M 0,19+ 0,08 0404009 0,59+0,11 0,69-+0,12 083+014 0934+0,16 1,0440,16 1,09 0,20

!, temps d’incubation en min; (S), concentration en tyramine.

(2) Dosage de lactivité monoamine oxydasique.
L’activité monoamine oxydasique est évaluée mano-
métriquement par la consommation d’oxygéne mesurée
au respirométre de Warburg en présence de tampon
Phosphate (0,24 M, pH 7) et 4 38°C selon CREASEY? Le
substrat employé est le chlorhydrate de Tyramine. Les
résultats obtenus sont rapportés 4 1 mg de protéines,
protéines dosées par la méthode du biuret5.

Résultats expévimentaux. Activité monoamine oxydasi-
que de la suspension mitochondriale. Nous avons tout
d’abord voulu vérifier que la préparation mitochondriale
possédait une activité «mono-amine oxydase» vis a vis de
la tyramine et que cette activité était suffisamment con-
stante d’un lot A l'autre pour permettre des mesures
reproductibles.

Le Tableau I groupe les valeurs moyennes obtenues
pour 3 concentrations différentes de chlorhydrate de
tyramine et les écarts-types correspondants.

Nous avons déterminé graphiquement la constante de
Michaelis d’aprés la courbe 1/Vi = £(1/S) (Figure 1) (Vi =
vitesse initiale, S = concentration en substrat), établie
selon LINEWEAVER et BURK®.

Km = 6,1 + 0,7 - 104

Nous avons d’autre part pratiqué une étude compara-
tive de différents substrats. Cette derniére est résumée
dans la Figure 1 qui représente les diverses courbes
1/Vi = {(1/S) obtenues avec 6 des 7 substrats étudiés: 2
dérivés du tryptophane: serotonine et tryptamine, et 4
dérivés de la tyrosine ; tyramine, dopamine, noradrénaline
et adrénaline. Les 2 dérivés indoliques ont les constantes
de Michaelis les plus faibles ce qui est conforme aux ré-
sultats habituellement obtenus?. La minime activité ob-
tenue lorsque l'histamine est utilisée comme substrat est
également en conformité avec ce qui est constaté par
d’autres auteurs®. (La consommation d’oxygéne optimale

0 BT

Fig. 1. Activité monoamine oxydasique de la suspension mitochon-

driale vis & vis de différents substrats. S, serotonine; D, dopamine;

Ty, tyramine; Tr, tryptamine; A, adrénaline; Nor A, noradrénaline.

Vi, vitesse initiale en yl d’O,/min/mg de protéine; S, concentration
en substrat en M/l

mesurée dans ces conditions est trés faible: 0,29 4- 0,04
pl/mg protéines en 40 min.)

Action des sels de tetrazolium sur l'activité mono-
amine-oxydasique. L’action des différents sels de tetra-
zolium sur l’activité amine-oxydasique de la préparation
de mitochondries cérébrales de mouton a été étudiée en
remplagant dans les fioles de Warburg une certaine
quantité d’eau par une quantité égale de solution aqueuse
de ces sels, le chlorhydrate de tyramine étant toujours
utilisé comme substrat.

Nous avons étudié 5 sels de tetrazolium dont 2 monote-
trazolium: bromure de 3-(4,5-dimethyl-thiazolyl-2)-2, 5-di-
phenyltetrazolium = MTT; chlorure de 2-(p-iodophenyl)-

Tableau II, Consommation d’oxygéne en ulfmg de protéines en
40 min d'incubation. (S), concentration en tyramine; (I), concen-
tration en sel de tetrazolium.

MTIT

(S) (I o 29,1-10-5M 58,2-10°5M 116,4-10~5M
3,45-10°M 1,87 1,31 0,61 0,38
0,60:10*M 1,07 0,82 0,38 0,31

INT

(S) (o 24,2-105M 48,4 10~°M 96,8-10°M
3,45-10M 2,10 1,13 0,97 0,81

0,69 - 10-3 M 1,04 0,83 0,69 0,50

NBT

(S) (I) 0 14,8-10-5M 29,5-105M 59,0-10~5M
3,45+ 103 M 2,24 2,00 1,80 1,74

0,69+ 10-3 M 1,25 1,01 0,99 0,98

TNBT

(S) (no 19,0+ 10-5M 34,5-105M 51,4-10-5M
3,45+ 109 M 1,93 1,74 1,60 1,57
0,69:10*M 095 1,02 0,86 0,81

NT

(S) (I o 18,1-10-5M 36,2+105M 72,4-10-°M
3,45:103M 2,03 1,91 1,47 1,26
0,69-10%M 0,91 0,93 0,84 0,72
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3-p-nitrophenyl-5-phenyltetrazolium = INT; 3 ditetra-
zolium: chlorure de 2,2’-di-p-nitrophenyl-5, 5-diphenyl-
3,3’-(3, 3-dimethoxy-4, 4 -diphenyléne) -ditetrazolium ==
NBT; chlorure de 2,2, 5, 5'-tetra-p-nitrophenyl-3, 3’-(3,3'-
dimethoxy-4, 4-diphenylene}-ditetrazolium = TNBT;
chlorure de 2, 2’-(p-diphenylene)-bis-(3, 5-diphenyl)-tetra-
zolium = NT. Les résultats obtenus sont résumés dans le
Tableau II.

Comme l'avaient signalé Lagnapo et SOURKES pour
NT?® tous les sels de tetrazolium que nous avons étudiés
inhibent 'activité mono-amine oxydasique. Cette inhibi-

Vi
3
50 / %
//ﬁ//o
0 000 T

Fig. 2. Action du INT sur Voxydation de la tyramine. 0, sans INT;

1, avec INT, 24,2-10°5M; 2, avec INT, 48,4 10~°M; 3, avec

INT, 96,8 - 10~3M. Vi, vitesse initiale en gl 4'O,fmin/mg de pro-
téine; S, concentration en tyramine en M/l

Variations de salinité chez 1a Tanche (Tinca tinca

L.): Effet de la vagotomie sur I'intensité respira-

toire et la teneur en eau et cations (Nat et Kt)
du tissu hépatique

Au cours de précédents travaux!?, nous avons mis en
évidence un déséquilibre osmotique chez la Tanche et
P"Anguille pendant les variations de salinité, Ces animaux
subissaient en effet une imbibition du tissn hépatique
entrainant une augmentation du Qo, Afin de tenter
d'apporter une explication & ce phénomene, nous nous
sommes intéressés 3 la régulation hydrominérale. On sait
que celle-ci s'effectue, chez les euryhalins, par Vintermé-
diaire de plusieurs hormones. Interviennent linterrénal
antérieur, les corpuscules de Stannius (FonTAINE?), et
aussi 'hypophyse (Motals et Magrrz?), responsable en
particulier du principe antidiurétique. Cette hormone est
également active chez la Tanche puisqu'il est possible de
prolonger la survie de cet animal en eau salée par des
injections A’ADH (Vasopressine) (PEguicNoT?). Cepen-
dant, cette espéce sténohaline subit en eau salée une
violente agression physiologique. Cet eiffet de choc a la
suite d'une variation brusque de salinité a déja été signalé
par SERFaTY et LaBat® sur le Muge, le Griset et la Carpe;
les auteurs invoquent une intervention vagale pour ex-
pliquer en partie ce phénomeéne.

Dans l'espoir d’atténuer l'effet de la salinité en sup-
primant cette action, nous avons réalisé la section des
nerfs vagues et nous nous sommes proposé d’étudicr
I'effet de cette opération sur l'intensité respiratoire et la
teneur en cations (Nat et K+) des tissus de la Tanche.
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tion est notée pour des concentrations de substrat et de
tetrazolium comparables a celles utilisées lors de dosages
de l'activité mono-amine oxydasique par mesure de
Pintensité de la réduction des sels de tetrazolium?®. On
peut donc se demander s'il n'existe pas 1la un facteur
risquant de perturber ces dosages.

Si I'on examine l'aspect des courbes 1/Vi = £(1/S) ob-
tenues avec différentes concentrations d’inhibiteur, l'in-
hibition se révéle étre du type non compétitif (Figure 2)*

Summary. 5 tetrazolium salts used in electronic micro-
scopy are non-competitive inhibitors of monoaminoxi-
dasic activity of a sheep’s brain mitochondrial suspension.
This inhibition indicates that special caution must be
taken in using these salts for detection of monoamine
oxidase in optic or electronic microscopy.
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Matériel et méthodes. Le nerf vague est sectionné en ar-
riere du 5¢ arc branchial selon la technique décrite par
LABAT et SERFATY?; le réseau vagal n'est pas détruit dans
sa totalité; les nerfs branchiaux sont laissés intacts, tan-
dis que les branches pharyngiennes, viscérales et latérales
sont sectionnées. Les Tanches séjournent alors & basse
température (10°C) pendant 10-15 jours, puis sont pro-
gressivement réadaptées A la température de l'eau cou-
rante (18-20°C) et enfin mises en expérience.

Comme dans notre précédent travail, I'adaptation a la
salinité (CINa 129/,,) s'effectue en 4 jours dans des bacs
contenant 10 1 d’eau filtrée. Les mesures sont réalisées a
P'appareil de Warburg pour le Qo, (ul O,/mg poids sec/h)
et au photométre & flamme pour Nat et Kt (mg/poids
frais). Chaque chiffre représente la moyenne des résultats
acquis sur 8 sujets.

Résultats et discussion. La vagotomie bilatérale ne pro-
duit pas chez la Tanche Veffet qu'on aurait pu attendre.
Loin d'atténuer 'agression saline, la section des vagues
scmble au contraire la renforcer puisque le Qo, et les
teneurs en Nat sont bien plus élevés chez les Poissons
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