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lysis occurred af ter  the  fol lowing periods in h:  23/a, 3 V,, 
4, 41/2, 4, 5, 3~/2 and 4 (average:  355/60). 

In  a th i rd  series, separa te  solut ions oI U K  (2500 U/ml)  
and  5% Po lysorba te  were  g iven  s imul taneous ly  in 
separate  veins. I n  9 animals  lysis occurred af te r  the  fol- 
lowing hours :  71/2, 7~/1, 6, 41/2, 4, 5, 71/,, 7 and 8 (average:  
61~],0). Th is  approaches  t he  per iod of t ime  requi red  for 
U K  alone. 

Discussion. Many  organic  compounds  are known to en- 
hance lysis of f ibrin clots ~. Q u a t e r n a r y  de te rgents  enhance  
the  f ibr inoly t ic  a c t i v i t y  of t ryps in  and  in  smal l  concen-  
t ra t ions  also t h a t  of s t r ep tok inase -ac t iva ted  h u m a n  plas-  
min  (chiefly consist ing of SK-act iva tor )~ .  Some non-ionic  
we t t ing  agents  also enhanced  fibrinolysis  by  SK-ac t iva -  
tor,  p r e sumab ly  due  to  a s tabi l iz ing inf luence ~. Loss in 
a c t i v i t y  caused b y  adsorp t ion  to  glass can  of ten  be pre-  
v e n t e d  by  gela t ine  ~," or  b y  Tween  80®L Our results  
show t h a t  gelat ine or  Po lysorba te  80 preven t s  or  de- 
creases t h e  adsorp t ion  of U K  to  glass, b u t  a po ten t i a t ing  
effect  appears  also to exist ,  since the  to ta l  y ie ld  of a c t i v i t y  
was increased.  Tr i ton  X, ano the r  surface-act ive  agent ,  
releases p lasminogen a c t i v a t o r  f rom lysosomes s. In t r a -  
venous ly  appl ied,  an  inh ib i t ion  of f ibrinolysis  was re- 
por ted  ~. Sod ium morrhua te ,  an  anionic  de tergent ,  de- 
s t roys f ibr inoly t ica l ly  ac t ive  cells of the  vessel wall  t°. Our  
resul ts  indicate  t h a t  Po lysorba te  enhances  t he  effect  of 
U K  on th rombolys i s  in v ivo.  W'hether  this  e n h a n c e m e n t  
is due  to  a s tabi l iza t ion  of t h e  ac t ive  compound  or  to  a 
p r even t ion  of i ts  r emova l  by  adsorp t ion  is as ye t  un-  
known.  In teres t ingly ,  a compound  enhanc ing  t h rombo ly -  
sis in a s imula ted  c i rcula t ion sys tem has  been  isolated 
f rom red  blood celts ax, suggest ing a possible role in t he  
normal  resolut ion of t h rombi  ~. 

Zu.sammen]assung. Polysorba te  80 (Tween 80®), eine 
po lyhydroxyle ,  nicht- ionis ierbare,  oberf i i tchenakt ive  Sub- 

stanz,  ve rminde r t  die Adsorp t ion  von  Urokinase  an  Glas, 
e rh6h t  deren f ibr inolyt ische Ak t iv i t~ t  in v i t ro  und  stei- 
ge r t  ihre th rombolyf i sche  Wi rkung  in experimenteI1 her-  
vorgerufenen  Thrombosen  im Kaninchen .  
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Inhib i t ion  par les  se ls  de t e t razo l ium de l 'act ivit6 
m o n o a m i n e - o x y d a s i q u e  d 'une  s u s p e n s i o n  m i t o -  

chondr ia l e  de cerveau de m o u t o n  

Les sels de t e t r azo l ium sent  d ' un  emploi  f r6quent  en 
microscopic op t ique  e t  61ectronique pour  la  d6tect ion de 
diverses deshydrog6nases ;  c ' e s t  pourquoi  il nous a paru  
int6ressant  d '6 tud ie r  l ' ac t ion 6ventuel le  de  ces sels sur 
l ' ac t iv i t6  de l 'une  &ent re  elles: la monoamine -oxydase  
d 'or ig ine  c6r6brale. 

Matdriel et rngthodes. (1) Source enzymat ique .  Nous  
avons  choisi comme  pr6para t ion  enzyma t iqne  une suspen- 
sion de mi tochondr ies  de cerveau de mou ton  pr6par4e 
d 'apr6s  SOMOGYI et  al. 1 Les ce rveaux  d ' agneaux  de  6-7 
mois  recueill is h l ' aba t t o i r  i m m 6 d i a t e m e n t  apr6s l ' aba t -  
rage dans une  solut ion de saccbarose 0 ,25M main tenue  
envi ron  4°C, sont  ensuite  broy6s et  homog6n6is6s au 
b royeur  de Po t t e r  dans une solut ion de saccharose 0 ,25M 
tamponn6e  £ p H  7,4 ( E D T A :  0,001 M -  t a m p o n  Tris HCI 
0,01 M). Le surnageant  ob tenu  apr6s une premi6re centr i-  
fuga t ion  de 10 min  ~ 1150 g est centr ifug6 15 min  
12650 g. Le cu lo t  ainsi ob tenu  est  repris  pa r  une solut ion 
de saccharose 0,25 M non t amponn6e  e t  centr i fug6 10 min  

16 500 g. Le dernier  culot  est  f ina lement  repris par  une 
solut ion de saccharose 0 ,25M non t amponn6e  de Iacon 

obteni r  envi ron  0,5 ml de suspension pour  1 g de tissu 
c6r6bral frais. 

Toutes  les op6rat ions  sen t  condui tes  en chambre  
froide ent re  0 at  4°C et  les suspensions ob tennes  sen t  
conserv6es congel6es ~ - 20 °C. 

Les pr6parat ions  mi tochondr ia les  on t  6t6 contr616es 
par  une  6rude au microscope 61ectronique. Les culots  de la 
derni6re cen t r i fnga t ion  sen t  Iix6s ~ l ' ae ide  osmique  ~ 2% 
en milieu t amponn6  selon PALADE 2 pendan t  1 h puis, 
apr6s deshydra ta t ion  k l 'a lcool  6thyl ique,  inclus dans 
l ' a ra ld i te  selon la m6thode  de GLAUERT et  GLAUERT 8. 
Les coupes u l t ra  fines prat iqu6es  grace ~ u n  u l t ra -micro-  
t ome  Por t e r  B l u m  on t  6t6 examin6es sans colorat ion pre- 
alable avec  un Superscope JEM.  Les images  obtenues  
m o n t r e n t  des ptages de mi tochondr ies  s emblan t  gonfl6es, 
d ' a spec t  ova ide  e t  d o n t  le grand axe  mesure  1-1,5 #. La  
puret6  des pr6parat ions  est sup6rieure A 95%. 
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Tableau I. Oxydation de la tyramine; eonsommatiun d'oxyg~ne en/~l/mg de protdines (valeurs moyennes 4- leur ~cart type) 

(S) t: 5 10 15 20 25 30 35 40 

3,45 • 10-SM 0,26 ~ 0.06 0,54 ~ 0,07 0,79 4- 0,07 1,02 ± 0,09 1,28 -b 0,11 1,52 q- 0,16 1,80 4- 0,18 2,06 4- 0,17 

1,38 • 10-~M 0,22 4- 0,05 0,47 -t- 0,08 0,69 4- 0,08 0,85 4- 0,11 1,07 4- 0,11 1,24 4- 0,16 1,45 4- 0,18 1,60 4- 0,19 

0,69.10-~M 0,19 4- 0,08 0,40 q- 0,09 0,59 4- 0,11 0,69 4- 0,12 0,83 -4- 0,14 0,93 4- 0,16 1,04 4- 0,16 1,09 -t- 0,20 

t, temps d'incubation en min; (S), concentration en tyramine. 

(2) Dosage  de l ' ac t iv i t6  m o n o a m i n e  oxydas ique .  
L 'ac t iv i t6  m o n o a m i n e  oxydas ique  est  6valu~e m a n o -  
m ~ t r i q u e m e n t  pa r  la c o n s o m m a t i o n  d ' oxygbne  mesur6e 
au resp i rom~tre  de W a r b u r g  en p resence  de t a m p o n  
p h o s p h a t e  (0,24M, pH 7) e t  ~ 38°C selon CREASEY 4. Le 
s u b s t r a t  employ6 est  le c h l o r h y d r a t e  de Tyramine .  Les 
r6sul ta ts  ob tenus  son t  rappor t~s  ~ 1 mg  de prot6ines ,  
prot6ines  dos6es pa r  la m6 thode  du b iu re t  ~. 

Rdsultats expdrimentaux. Activi t6  m o n o a m i n e  oxydas i -  
que de la suspens ion  mi tochondr ia le .  Nous  avons  t o u t  
d ' a b o r d  voulu v6rifier  que la p r6para t ion  mi tochondr i a l e  
poss6dai t  une ac t iv i t6  ,mono-  amine  o x y d a s e ,  vis Avis  de 
la t y r a m i n e  e t  que ce t te  act ivi t6  6ta i t  s u f f i s a m m e n t  con- 
s t an t e  d ' u n  lot  ~. l ' au t r e  pour  p e r m e t t r e  des mesures  
reproduct ib les .  

Le Tableau  I groupe  les va leurs  m o y e n n e s  ob tenues  
pour  3 concen t r a t ions  diff6rentes  de c h l o r h y d r a t e  de 
t y r a m i n e  et  les 6car t s - types  co r respondan t s .  

Nous  avons  d6termin6 g r a p h i q u e m e n t  la c o n s t a n t e  de 
Michaelis d 'apr~s  la courbe  1/Vi = f(1/S) (Figure 1) (Vi = 
vi tesse  init iale,  S = concen t r a t i on  en subs t ra t ) ,  6tablie 
selon LINEWEAVER et BURK s. 

K m  = 6,1 :[: 0,7 • 1 0 - a M  

Nous avons  d ' a u t r e  p a r t  p ra t iqu6  une  ~tude compar a -  
t ive  de dif f6rents  subs t ra t s .  Cet te  derni~re est  r6sum6e 
dans  la F igure  1 qui repr~sente  les diverses  courbes  
1/Vi = f(1/S) ob tenues  avec 6 des 7 subs t r a t s  6tudi6s: 2 
d6riv6s du t r y p t o p h a n e :  se ro ton ine  e t  t r y p t a m i n e ,  e t  4 
d6rivds de la ty ros ine  : t y r amine ,  dopamine ,  noradr6na l ine  
e t  adr6nal ine.  Les 2 d6riv6s indol iques  o n t  les c o n s t a n t e s  
de Michaelis  les plus faibles ce qui  es t  conforme  aux  r6- 
su l ta t s  h a b i t u e l l e m e n t  obtenus~.  La  min ime  act iv i t6  ob-  
t enue  lorsque l ' h i s t amine  es t  utilis6e c o m m e  s u b s t r a t  es t  
6ga lement  en conformi t6  avec ce qui est  cons ta t6  pa r  
d ' a u t r e s  au teurs  s. (La c o n s o m m a t i o n  d 'oxyg~ne  op t ima le  

• /Nora 
.A 

501// Tr 

zioo 
l~ig. 1. Activit~ monoamiue oxydasique de la suspension mitochon- 
driale vis tl vis de diff6rents substrats. S, serotonine; D, dopainine; 
Ty, tyramine; Tr, tryptamine; A, adr6naline; Nor A, noradr~naline. 
Vi, vitcsse initiale en/Jl d'O~/min/mg de prot6ine; S, concentration 

en substrat en M]I. 

mesur6e dans  ces condi t ions  est  tr&s faible:  0,29 q- 0,04 
/~l/mg pro t6 ines  en 40 min.) 

Act ion  des sels de t e t r a z o l i u m  sur  r a c t i v i t 6  m o n o -  
amine -oxydas ique .  L ' a c t i o n  des di f f6rents  sels de  t e t r a -  
zol ium sur  l ' ac t iv i t6  a m i n e - o x y d a s i q u e  de la p r6pa ra t ion  
de mi tochondr i e s  c6r6brales de m o u t o n  a 6t6 6tudi6e en 
r e m p l a g a n t  dans  les fioles de W a r b u r g  une  ce r ta ine  
quan t i t 6  d ' eau  p a r  une quan t i t 6  6gale de solut ion aqueuse  
de ces sels, le c h l o r h y d r a t e  de t y r a m i n e  6ran t  t ou jou r s  
utilis6 c o m m e  subs t r a t .  

Nous  avons  6tudi6 5 sels de t e t r azo l i um d o n t  2 m o n o t e -  
t r azo l ium : b r o mu r e  de 3-(4,5-dimethyl- thiazolyl-2)-2,  5-di- 
p h e n y l t e t r a z o l i u m  = MTT;  chlorure  de 2- (p- iodophenyl) -  

Tableau II. Consommation d'oxygbne en /~l/mg de prot6ines en 
40 rain d'incubation. (S), concentration en tyramine; (I), concen- 

tration en sel de tetrazolium. 

MTT 

(S) (I) 0 29,1 • 10-5M 58,2.10-SM 116,4" 10-5M 

3,45 • 10-SM 1,87 1,31 0,61 0,38 
0,69 • 10-~M 1,07 0,82 0,38 0,31 

INT 

(S) (I) 0 24,2.10-5M 48,4.10-aM 96,8.10-5M 

3,45 • 10-8M 2,10 1,13 0,97 0,81 
0,69 • 10-8M 1,04 0,83 0,69 0,50 

NBT 

(S) (I) 0 14,8 • 10-5M 29,5 • 10-SM 59,0" IO-~'M 

3,45 • 10-8M 2,24 2,00 1,80 1,74 
0,69 ' IO-~M 1,25 1,01 0,99 0,98 

TNBT 

(S) (I) 0 19,0.10-5M 34,5.10-aM 51,4.10-~M 

3,45 ' 10-3M 1,93 1,74 1,60 1,57 
0,69" 10-~M 0,95 1,02 0,86 0,81 

NT 

(S) (I) 0 18,1.10-5M 36,2.10-5M 72,4.10-~M 

3,45.10-8M 2,03 1,91 1,47 1,26 
0,69 • 10-SM 0,91 0,93 0,84 0,72 

4 N. H. CgEASEY, Biochem. J. 64, 178 (1956). 
A. G. GORNALL, C. J. BARDAWILL et N. H. DAVID, J. biol. Chem. 
177, 751 (1949). 

6 H. LINEWEAVE~ et D. BUgK, J. Am. chem. Soc. 56, 658 (1934). 
7 A. N. DAVISON, Physiol. Rev. 38, 729 (1958). 
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3 - p - n i t r o p h e n y l - 5 - p h e n y l t e t r a z o l i u m  = I N T ;  3 d i t e t r a -  
zo l ium:  ch lorure  de 2 , 2 ' - d i - p - n i t r o p h e n y l - 5 , 5 ' - d i p h e n y l -  
3, 3 '-  (3, 3 ' - d i m e t h o x y - ¢ ,  4 ' -d ipheny l~ne )  - d i t e t r a z o l i u m  ~ 
N B T ;  ch lo ru re  de  2, 2% 5, 5 ' - t e t r a - p - n i t r opheny l - 3 ,  3'-(3, 3'- 
d ime thoxy -4 ,  4 " -d ipheny lene ) -d i t e t r azo l i um = T N B T ;  
ch lorure  de  2, 2"-(p-diphenylene)-bis-(3, 5-d ipheny l ) - t e t r a -  
zo l ium = NT.  Les r~su l t a t s  o b t e n u s  son t  r~sum~s dans  le 
T a b l e a u  I I .  

C o m m e  l ' a v a i e n t  s ignal6  LAG~ADO e t  SOURKES p o u r  
N T  * tous  les sels de  t e t r a z o l i u m  que  n o u s  a v o n s  6tudi6s  
i n h i b e n t  l ' ac t iv i t6  m o n o - a m i n e  oxydas ique .  Cet te  i nh ib i -  

1 

~ 3 
• 2 

• 1 

0 

Fig. 2. Action du INT sur l'oxydation de la tyramiue. 0, sans INT; 
1, avec INT, 24,2-10-SM; 2, avec INT, 48,4.10-SM; 3, avec 
INT, 96,8. IO-~M. Vi, vitesse initiale en/,1 d'Oa/min/mg de pro- 

t6ine; S, concentration en tyramine en M]I. 

t i o n  es t  not6e  p o u r  des  c o n c e n t r a t i o n s  de s u b s t r a t  e t  de 
t e t r a z o l i u m  c o m p a r a b l e s  h celles uti l is6es lors de dosages  
de l ' a c t i v i t 6  m o n o - a m i n e  o x y d a s i q u e  p a r  m e s u r e  de 
l q n t e n s i t 6  de  la  r 6duc t i on  des sels de t e t r a z o l i u m  ~°. On 
p e u t  d o n e  se d e m a n d e r  s ' i l  n ' e x i s t e  pa s  1A u n  f ac t eu r  
r i s q u a n t  de p e r t u r b e r  ees dosages.  

Si l ' on  e x a m i n e  l ' a spec t  des courbes  1/Vi = f(1/S) ob-  
t e n u e s  avec  d i f f6ren tes  c o n c e n t r a t i o n s  d ' i n h i b i t e u r ,  Fin-  
h i b i t i o n  se r~vble 6tre  d u  t y p e  n o n  comp6 t i t i f  (F igure  2) xx. 

Summary. 5 t e t r a z o l i u m  sa l t s  used in  e lec t ron ic  micro-  
scopy  are  n o n - c o m p e t i t i v e  i n h i b i t o r s  of m o n o a m i n o x i -  
das ic  a c t i v i t y  of a sheep ' s  b r a i n  m i t o c h o n d r i a l  suspens ion .  
T h i s  i n h i b i t i o n  ind ica t e s  t h a t  specia l  c a u t i o n  m u s t  be  
t a k e n  in  u s ing  these sa l t s  for  d e t e c t i o n  of m o n o a m i n e  
oxidase  in opt ic  or  e lec t ron ic  microscopy.  
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V a r i a t i o n s  de  s a l i n i t 6  c h e z  la  T a n c h e  (Tinca tinca 
L.):  Effet  de  la  v a g o t o m i e  s u r  l ' i n t e n s i t 6  r e s p i r a -  
t o i r e  e t  la  t e n e u r  e n  e a u  e t  c a t i o n s  ( N a  + e t  K +) 

d u  t i s s u  h 6 p a t i q u e  

Au cours  de pr~c6dents  t ravaux~,~,  nous  avons  mis  en  
6vidence  u n  d6s6qui l ibre  o s m o t i q u e  chez la  T a n c h e  e t  
l 'Angui l l c  p e n d a n t  les v a r i a t i o n s  de sMinit6. Ces a n i m a u x  
s u b i s s a i e n t  en  ef fe t  une  i m b i b i t i o n  du  t i ssu  h 6 p a t i q u e  
e n t r a ~ n a n t  une  a u g m e n t a t i o n  du  Qo 2. Af in  de  t e n t e r  
d ' a p p o r t e r  une  exp l i ca t i on  k ce p h ~ n o m b n e ,  nous  nous  
sommes  int6ress6s ~ la r6gu la t ion  hyd romin6 ra l e .  On sa l t  
que  celte-ci s ' e f iec tue ,  chez  les eu ryha l in s ,  p a r  l ' i n t e r m &  
dia i re  de  p lus ieurs  ho rmones .  I n t e r v i e n n e n t  l ' i n t e r r6nM 
an t6r ieur ,  les corpuscu les  de S t a n n i u s  (FO~TAINEa), e t  
auss i  l ' h y p o p h y s e  (MOTAIS e t  MAETZ4), r e sponsab le  en 
pa r t i cu l i e r  du  p r inc ipe  an t id iu r6 t ique .  Cet te  h o r m o n e  es t  
6ga l emen t  ac t ive  chez  la  T a n c h e  pu i squ ' i l  es t  poss ib le  de  
p ro longe r  la  su rv ie  de ce t  a n i m a l  en  eau  sal6e p a r  des 
in jec t ions  d ' A D H  (Vasopressine)  (PEQUIGNOT~). Cepen-  
d a n t ,  ce t t e  esp~ce s t6noha l ine  sub i t  en  eau sal6e une  
v io len te  agress ion  phys io log ique .  Cet  effe t  de choc  ~ la  
su i te  d ' u n e  v a r i a t i o n  b r u s q u e  de  sa l in i t6  a d6j~ 6t6 s ignal6 
p a r  S~R~A:rY e t  LABAT ~ su r  le Muge,  le Gr i se t  e t  la  Carpe ;  
les a u t e u r s  i n v o q u e n t  une  i n t e r v e n t i o n  vaga le  p o u r  ex- 
p l iquer  en  p a t t i e  ce ph6nom~ne .  

D a n s  l ' e spo i r  d ' a t t 6 n u e r  l ' e f fe t  de la  sa l ini t6  en  sup-  
p r i m a n t  ce t t e  ac t ion ,  n o u s  a v o n s  r6alis6 la  sec t ion  des  
nerfs  v a g u e s  e t  nous  nous  s o m m e s  propos6  d ' 6 t u d i e r  
l ' e f fe t  de ce t t e  op6 ra t i on  sur  l ' i n t ens i t6  r e sp i ra to i re  e t  la  
t e n e u r  en  ca t ions  (Na+ c t  K +) des t i s sus  de 1~ T anche .  

Matdriel et mdthodes. Le ner f  v a g u e  es t  sec t ionn6  en  ar-  
ri~re du  5 e arc  b r a n c h i a l  selon la t e c h n i q u e  d6cr i te  p a r  
LABAT et  SERFATY 7 ; le r6seau v a g a l  n ' e s t  pas  d 6 t r u i t  d a n s  
sa  t o t a l i t 6 ;  les ner fs  b r a n c h i a u x  son t  laiss6s i n t ac t s ,  t a n -  
dis que  tes b r a n c h e s  p h a r y n g i e n n e s ,  v isc6rales  e t  la t6ra les  
son t  sect ionn6es .  Les T a n c h e s  s 6 j o u r n e n t  alors  ~ basse  
t e m p e r a t u r e  (10°C) p e n d a n t  10-15 jours ,  puis  son t  pro-  
g r e s s i v e m e n t  r6adap t6es  A la  t e m p 6 r a t u r e  de l ' eau  cou-  
r a n t e  (18-20°C) e t  en f in  raises en  exper ience .  

C o m m e  d a n s  n o t r e  p r6c6den t  t r ava i l ,  l ' a d a p t a t i o n  A la  
sa l in i t6  (C1Na 12°/00) s ' e f fec tue  en  4 jours  dans  des bacs  
c o n t e n a n t  10 1 d ' e a u  filtr6e. Les mesures  son t  r6alis6es 
l ' appa re i l  de W a r b u r g  pou r  le Qo, ( / ~ 1 0 J m g  po ids  sec/h)  
e t  a u  p h o t o m ~ t r e  k f l a m m e  p o u r  Na+  e t  K+ (mg/po ids  
ffais).  C h a q u e  chif f re  r ep r6sen te  la  m o y e n n e  des  r 6 s u l t a t s  
acquis  sur  8 suje ts .  

Rdsultats et discussion. La  v a g o t o m i e  b i l a t6 ra le  ne  pro-  
d u i t  pas  chez  la  T a n c h e  l ' e f fe t  q u ' o n  a u r a i t  p u  a t t e n d r e .  
Lo in  d ' a t t 6 n u e r  l ' ag ress ion  sal ine,  la  sec t ion  des  v a g u e s  
scmble  au  c o n t r a i r e  la  r en fo rce r  pu i sque  le Qo, e t  les 
t eneu r s  en  N a  + son t  b ien  p lus  61ev6s chez  les Poissons  

! J. PEQUIGNOT et A. SERFATY, Experientia 21, 227 (1965). 
2 j .  PEQOmUOT et A. SERFATV, Experientia 22, 121 (1966). 
a M. FowrAINE, C. r. hebd. SSanc. Aead. Sci., Paris 259, 875 (1964). 

R. ]HOTAIS et J. MAETZ, Gen. Comp. Endocrinol. 4, 210 (1964). 
J. PEQUmNOT, Ann. de Limnologie (sous presse). 
A. SEgFATV et R. LA~AT, Comp. Biochem. Physiol. 3, 218 (1961). 

7 R. LABAT et A. SER~^TY, Bull. Soc. Hist. nat. Toulouse 98, 
N ° 1-2, 192 (1963). 


