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first oocytes in leptotene stage of meiosis appear in the 
central par t  of the ovary of the quail embryo after 10 days 
of incubation (unpublished results). At the moment  of 
hatching (approximately after 16 days incubation) the 
first intrafollicular oocytes are seen. Thus in our experi- 
mental  conditions, oocytes of quail appear to perform 
their differentiation from one of the earliest stages of 
development to tha t  of advanced previtellogenesis, corre- 
sponding to a very large cytoplasmic growth. This mar- 
vellously rapid development (one of the most accelerated 
among higher vertebrates), together with the possibility 
of direct application of chemicat or physical agents on the 
pieces of ovaries, may be of great interest for investiga- 
tions of oocyte metabolism. The present study also 
demonstrates tha t  the vital  potencies of the developed 
oocytes have not  been irreversibly altered by the passage 
through organ culture, their extracorporal development 
being apparently independent of the physiological state of 
the much younger chick embryo on which they have been 
transplanted*. 

Zusammen[assung. Stticke des Eierstocks von 10 oder 
13 Tuge alten "Wachtelembryonen werden 5 oder 24 h in 
Organkultur geziichtet und dann auf die Chorioallantois- 
membran 7 Tage alter Hfihnchen iibertragen. Nach elf- 
tggigem Wachstum beobuchtet man eine Entwicklung 
yon intrafollikulAren Oozyten in Previtellogenese. 
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A c t i o n  d e  l a  p e p s i n e  s u r  u n  f l a g e l l e  d u  t y p e  <~ 9 + 1 ~ 

lV[ONNERON e t  BERNHARD I ont  montr6 qu 'une  certaine 
action enzymatique sp6cifique est possible sur coupes 
de tissus inclus en milieu non hydrosoluble, tel que 
l 'Epon, ce que permet une localisation tr~s prtcise du 
ph6nom~ne au niveau de la microscopie $lectronique. 
Plus r6cemment, GIVAN et co113 ont r6ussi de faire agir 
la pepsine sur le capside prot6ique de virus inclus dans 
un  m61ange d'Epon-Araldite.  

Un essai d 'extraction enzymatique a 6t6 effectu6 sur 
des flagelles du spermatozoide de la planaire Dugesia 
tigrina, duns le bu t  d 'en identifier quelques propri6t6s 
de son cylindre central unique. Ces flagelles, comme chez 
d'autres esp~ces de Platyhelminthes, sont du type * 9 + 1 ,> 
et son ultrastructure pose des problBmes de dynamique 
bien intSressants. Une 6tude d6taitl6e de ces flagelles 
sera pr6sent6e ailleurs 3. 

Nous avons utflis~ la technique d6crite par MONNERON 
et BERNHARD 1. Des exemplaires de D. tigrina sont fix6s 
en t6troxyde d 'osmium ~ 1% en tampon phosphate 
(SOrensen) pH 7,3 pendant  1 h, deshydrat6s duns l'alcool 
et l 'oxyde de propyl~ne et inclus en Epon 4. Des coupes 
ultrafines sour obtenues avec un  microtome Porter-Blum. 
Pour l 'extruction enzymatique, les coupes sont pr6alable- 
ment  oxyd6es pendant  20 rain dans une solution A 10% 
d'acide p6riodique, lav6es duns l 'eau distill6e et flott6es 
dans une solution de pepsine (Sigma, 2 fois crystallis6e) 

0,2%, pH 1,2 duns l 'acide chlorhydrique 0,1M. La 
digestion est faite A 38 °C pendant  30, 40 et 60 min. Les 
coupes trait6es sont alors lav6es duns l 'eau distill6e et 
recueillies sur des grilles d~pourvues de membrane- 
support. Des coupes t6moins sont procSd6es ~ la lois, 
et sous les m~mes conditions que celles trait6es, except6 
clue l ' incubation est faite duns une solution de chlorure 
de sodium g 0,2%. Toutes Ies coupes - trait6es et t6moins 
- sont alors contrast6es pendant  15 min par immersion 
dans l 'ac6tate d'uranyle,  plus flott6es 5 min duns le 
citrate de plomb, selon les proc6d6s habituels. L'6tude 
des coupes est faite duns l 'Elmiskop I Siemens sous 
80 kV. 

Rdsultats. L'act ion de ta pepsine est ineffective ou 
peine perceptibIe pour 30 rain d'exposition, comme te 

montre la Figure 1; les flagelles (F) restent avec son 
structure normale, tel comme l 'on volt aussi duns le 
t6moin (Figure 2). Les 616ments consti tuants d 'un  flagelle 
sont indiqu6s ici dans la coupe t6moin: cylindre central 
(cc), fibriUes p6riph6riques (fp) et rayons (r). Duns le 
cylindre central on peut  reconnaitre l'616ment axial 
dense, circond6 par la zone interm6diaire (anneau clair) 
plus la gaine corticale (anneau dense). On voit aussi duns 
la Figure 2 une coupe transversale du corps du sperma- 
tozoide, contenant  noyau (N), mitochondrie (m) et 
syst&me de microtubules (mt) sous la membrane plus- 
mique. 

A la suite de 40 min de contact, Faction de la pepsine 
est d6j~ bien marqu6e, comme l 'on voit dans la Figure 3: 
au tan t  que la membrane du flagelle soit assez r6sistante, 
les 9 paires p6riph6riques se pr6sentent bien alt6r6s. I1 
arrive souvent que la pepsine agit sur l 'Epon lui-m~me, 
causant des petits trous (fl~ches). Toutefois, le cylindre 
central et les rayons y associ6s sont encore nets. Une 
dilatation de la membrane flagellaire contenant  des v6si- 
cules (v) est indiqu~e duns les Figures 3 et 4. Par  com- 
paraison avec son t6moin (Figure 4), on observe une 
perte du contraste de la coupe trait6e, surtout  des fibrilles 
p6riph6riques. 

Au bout  d ' l  h, la digestion est fort pouss6e (Figure 5), 
et l 'Epon se pr6sente souvent d6chir6. Bien que le t6moin 
(Figure 6) soit main tenant  un  peu alt6r6, la comparaison 
avec la coupe trait6e est remarquable:  on observe ici, 
dans les 3 flagelles discernibles de la coupe, une d6sor- 
ganisation des 616ments fibriltaires, qui forment un amas 
peu dense entour6 par la membrane du flagelle. Dans le 
cylindre central, seulement la gaine corticale avec les 
rayons persiste encore reconnaissable (Figure 5, fl~ches). 
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Fig. 1-6. Flagelles (F) trait6s parla pepsine pendant 30 min (Figure 1) ; 
pour 40 min (Figure 3) et pour 60 rain (Figure 5). On observe une 
extraction progressive des fibrilles p6riphdriques et de l'616ment 
axial du eylindre central. Par contre, dans les eoupes-tdmoins, les 
m~mes structures restent tout ~ fair inalt6r6es, soit apr~s 30 min 
(Figure 2), 40 min (Figure 4) ou 60 min (Figure 6). Dans les fla- 

gelles (F) on reconnait: fibrilles p6riph6riques (fp), cylindre central 
(cc) et rayons (r). Quelques flagelles ont des dilatations de la mem- 
brane contenant des v6sicules (v). Aussi indiqu6s dans un sperma- 
tozoide, le noyau (N), une mitochondrie (m) et syst~me de micro- 
tubules (mt). x 60.000. 
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Discussion. Apr~s Fac t ion  de la pepsine ,  on  c o n s t a t e  
une  rdduc t i on  gdndrale  du  c o n t r a s t e  de la  p r d p a r a t i o n  
p a r  r a p p o r t  au  t~moin .  Sur  les coupes  t r a i tdes  il se pro-  
d u i t  une  a l t f i ra t ion  progress ive  e t  d i f fdrent ie t le  de cer- 
t a i n s  616ments d u  I lagelle;  d a n s  le s p e r m a t o z o i d e  ndan-  
moins ,  ~ l ' e x c e p t i o n  d u  noyau ,  d o n t  les a l t e r a t i o n s  subies  
f e ron t  o b j e t  d ' u n e  6rude  ul tdr ieure ,  les a u t r e s  ~Mments  
cel lulal res  ne  s o n t  pus  s e n s i b l e m e n t  touches .  

Duns  le cy l ind re  c e n t r a l  du  flagelle, une  d i s t i n c t i o n  
semble  ex i s t e r  e n t r e  l '61~ment  dense  ax ia l  le p lus  sens ib le  
de  t ous  tt Fac t i on  e n z y m a t i q u e ,  e t  la  ga ine  cor t icale ,  la  
p lus  rds i s t an te .  Les  r a y o n s  s e m b l e n t  ~tre  associds in t i -  
m e m e n t  avec  celle-ci, pu i squ ' i l s  y r e s t e n t  t o u j o u r s  lids 
e t  o n t  la  m d m e  rds i s t ance  e t  densi td ,  t e l  que  le sugg~ren t  
aussi  d ' a u t r e s  6 tudes  p a r  mic roscop ic  61ectronique a. 
R i e n  ne  p e u t  8 t re  d d d u i t  /~ l ' dgard  de  la  zone i n t e rmd-  
d ia i re  d u  cyl indre ,  car  elle n ' e s t  pas  c o n t r a s t d e  p a r  l 'acd-  
t a r e  d ' u r a n y l e  e t  le p l o m b  a. 

D~s que  la  peps ine  a une  ac t ion  t rbs  sp6cif ique sous 
les cond i t i ons  ut i l isdes ici x, il es t  poss ib le  d ' a f f i r m e r  que  
l '616ment  ax ia l  du  cy l indre  c e n t r a l  d u  flagelle ((9 + 1 ,  e t  
les f ibr i l les  pdr iphdr iques  s o n t  de n a t u r e  p ro td ique ,  ce 
qu i  es t  d ' a c c o r d  avec  les rdsu l t a t s  de  GIBBONS a e t  de  
RENAUD et  c o l l )  p o u r  les f ibri l les  isoMes des  cils de  
Tetrahymena. D ' a u t r e s  6 tudes  s o n t  encore  ndcessalres  
p o u r  ddceler  la n a t u r e  de la ga ine  cor t ica le  de ce flagelle 
e t  des r a y o n s  qui  r e s t e n t  p r e s que  insens ib les  au  t r a i t e m e n t  
utilisd. BURTON7 a auss i  no t6  p o u r  le t r d m a t o d e  Haema- 
toloechus une  p lus  g r a n d e  rds i s tance  du  cy l indre  c e n t r a l  
que  des  a u t r e s  616ments du  flagelle, ve r s  le m e r c a p t o -  
6 thanol ,  la  colchic ine  e t  l 'urde.  

B i e n  q u ' u n e  c e r t a i n e  s imi l i t ude  m o r p h o l o g i q u e  so i t  
6v iden te  e n t r e  f ibr i l les  pd r iphdr iques  d u  flagelle e t  mic ro-  

t u b u l e s  du  corps  de la cellule s, Fac t ion  va r i ab l e  de la 
peps ine  ind ique  que  d ' a u t r e s  di f fdrences  e x i s t e n t  e n t r e  
ces 2 c o n s t i t u a n t s  ~. 

Summary. E n z y m a t i c  e x t r a c t i o n  w i t h  peps in  was 
ca r r ied  o u t  on  u l t r a t h i n  sec t ions  of t he  '9 + 1' f lagella 
of Dugesia tigrina, us ing  t he  m e t h o d  of MONNERON a n d  
BERNHARD. T h e  9 pe r iphe ra l  f ibri ls  a n d  t he  axia l  zone 
of i t s  u n i q u e  c e n t r a l  cy l inde r  b e c o m e  a l t e red  w i t h i n  
40 ra in  e x p o s u r e ;  fol lowing 1 h of i n c u b a t i o n  these  s a m e  
e l e m e n t s  a re  b a d l y  d a m a g e d ,  whereas  t he  cor t ica l  s h e a t h  
a n d  assoc ia ted  rad ia l  spokes  r e m a i n  fa i r ly  welt  p r e s e r v e d  
ins ide  t h e  f lagel lar  m e m b r a n e .  Con t ro l  sec t ions  do  n o t  
show a n y  sens ib le  a l t e r a t i on .  T h e  p r o t e i n  n a t u r e  of 
pe r iphe ra l  d o u b l e t s  a n d  ax ia l  e l e m e n t  of t h e  c e n t r a l  
cy l inde r  seems the re fo re  i n d i c a t e d ;  t h e  cor t ica l  s h e a t h  
a n d  t h e  spokes  h a v e  a v e r y  s imilar ,  if n o t  iden t i ca l  na tu ro ,  
t h o u g h  t h e i r  chemica l  c o n s t i t u t i o n  st i l l  r e m a i n s  t o  b e  
inves t iga t ed .  
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On the Association Between Lysogeny and Carcinogenicity in Nitroquinolines and Related Compounds 

Since t h e  d e m o n s t r a t i o n  of p h a g e  i n d u c t i o n  in b a c t e r i a  
b y  LWOFF x'~, lysogeny,  i.e. i nduced  lysis in  b a c t e r i a  ca r ry -  
ing  a n  o r d i n a r i l y  h a r m l e s s  t e m p e r a t e  phage ,  h a s  been  
s h o w n  to  be  assoc ia ted  w i t h  r a d i o m i m e t i c  a n d  a n t i - t u m o r  
ac t iv i t i e s  8,4. I n t e r r u p t i o n  of D N A  syn thes i s  a p p e a r s  pre-  
r equ i s i t e  for i n d u c i n g  a c t i v i t y  a. P h a g e  i n d u c t i o n  ha s  been  
d e m o n s t r a t e d  for 4 - n i t r o q u i n o l i n e - l - o x i d e  (4-NQO), a 
p o t e n t  w a t e r  soluble  ca rc inogen ,  a n d  i ts  r e d u c t i o n  p r o d u c t  
a n d  t i le  p r e s u m e d  p r o x i m a t e  carc inogen ,  4 - h y d r o x y -  
a m i n o q u i n o l i n e - l - o x i d e  (4-HAQO)6,  whose  p rope r t i e s  also 
inc lude  m u t a g e n i c i t y  7, D N A  bindingS,L p r o d u c t i o n  of 
h i g h  t o x i c i t y  1°, m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  n ,  nuc l ea r  in-  
c lus ions  12 a n d  c h r o m o s o m a l  a b e r r a t i o n s  13 in c u l t u r e d  
m a m m a l i a n  cells;  4 -NQO is also p h o t o d y n a m i c a l I y  
a c t i v e  14. W e  r e p o r t  he r e  t h e  r e su l t s  of lysogenic  t e s t s  in  
a ser ies  of  n i t r oqu ino l i ne s  a n d  r e l a t e d  c o m p o u n d s  of 
k n o w n  carc inogen ic i ty .  

A series  of 16 n i t r oqu i no l i ne s  a n d  h y d r o x y a m i n o q u i n o -  
lines, of  k n o w n  ca rc inogen ic i t y  a n d  p h o t o d y n a m i c  
a c t i v i t y  14 (Table) ,  were  t e s t e d  f r o m  f resh  s tock  so lu t ions  
in  a ce tone  or  95% alcohol ,  a t  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  f rom 
100-0.1 txg/ml. S tock  cu l tu re s  of Escherichia coli C-600 (;t) 
a n d  C-600, t he  lysogenic  a n d  i n d i c a t o r  s t r a i n s  respec t ive ly ,  
were  c u l t u r e d  for  24 h a t  37 °C o n  n u t r i e n t  aga r  s l a n t s  a n d  
t h e n  m a i n t a i n e d  for I week  a t  4°C. E. coli C-600 (2) 
cu l tu re s  were  i n c u b a t e d ,  in  250-ml f lasks  c o n t a i n i n g  

100 ml  of n u t r i e n t  b r o t h ,  for  18 h on  a s h a k e r  (45 rpm)  
a t  37 °C, w a s h e d  twice  a n d  r e s u s p e n d e d  in n u t r i e n t  b r o t h  
to  give a n  O.D. of 0.2 a t  625 nm.  C o m p o u n d s  in 0.1 ml  
v o l u m e  were a d d e d  to  0.9 ml  cell suspens ion  in screw cap  
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