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other  hand,  the  microsomal  and soluble s u p e r n a t a n t  
g lu taminases  possess t he  proper t ies  of ' k idney  type '  
g lu taminase  s. The enzyme ac t iv i ty  has  also been found 
to  be p ropor t iona l  to the  ra te  of g rowth  of t u m o u r  ~, ~0 
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Fig. 4. PH optima curves of glutaminases of different fractions of 
mouse liver. �9169 Normal liver mitochondria; 0 - - 0  EAC liver 
mitochondria; []-- [] EAC liver microsome; zX-- & EAC liver 
supernatant. 

Summary.  Glutamine  aminohydro lase  is found to  be 
p resen t  in microsomal  and  soluble s u p e r n a t a n t  in l iver 
of EAC-bear ing  mice. E n z y m e s  ob ta imed  from these  two  
sources were character ized  and  found  to behave  differ- 
en t ly  f rom the  mi tochondr ia l  g lu taminase  of b o t h  n o rma l  
and tumour -bea r ing  mice. 
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Analyse exp6rimentale de l'expression de la mutation 16thale r6cessive ( .u lcbre . )  chez 
l'embryon de Pleurodeles walt l i i  (Amphibien Urod~le) 

Experimental Studies of the Expression of a Lethal Recessive Mutation ('ulc6re') in Pleurodeles 
waltlii embryo (Amphibia Urodela) 

La m u t a t i o n  <(ulc6re,) (u), mu ta t i on  16thale r6cessive 
du Pleurodble identifi6e par  SIGNOREX et  al. ~ se mani fes te  
au m o m e n t  de l '6closion et  a v a n t  la premibre  prise de 
nourr i ture .  Elle est  caract6ris6e par  une croissance 
g6n6rale diminu6e et  un arr4t  du d6ve loppement  du 
bourgeon  du m e m b r e  ant6rieur,  par  des branchies  
f a ib l emen t  ramifi6es et  un ulc6re ven t ra l  co r re spondan t  

une 6version de l ' in tes t in  et  de la paroi  abdominale .  Au 
niveau his tologique elle est  caract6ris6e par  la pers is tance  
dans  t o u s l e s  types  cellulaires de p laque t t e s  vi tel l ines e t  
celles-ci sont  par t i cu l ib rement  abondan te s  au niveau du 
tube  digestif  don t  l 'h is todiff6renciat ion est  retard6e.  Le 
cy top lasme  appara i t  vacuolis6 dans  le foie et  le pron6phros  
e t  les fibrilles musculaires  son t  dissoci6es. 

Dans  le bu t  de rechercher  si la m u t a t i o n  <~ulc6re~> 
s ' expr ime  de fa~on au tonome  ou non nous avons  effectu4 
des exp6rienees du type  de celles raises en oeuvre  chez 
I 'Axolo t l  par  HIJMt"HREY 2'a au cours de l '6 tude de 
plusieurs  mu ta t ions  e t  chez le Pleurod61e par  GouNoN et  

Op6rations Nombre Nombre de combinaisons 
d'op6rations ldthM-normal obtenues 
r6alis6es et pourcentage 

correspotldant 

COLLENOT t au  cours de l ' analyse  de l 'express ion de la 
m u t a t i o n  <, l~ tha l -mi to t ique  ~. 

Mdthode expdrimentale. Nous avons r6alis~ plusieurs 
types  d 'op6ra t ions  sur des emb ry o n s  an s tade  du bourgeon  
caudal  (stades 22 k 24 de la table  chronologiqueS):  
1. des associat ions en parabiose  ou en t61obiose, 2. des 
associat ions en chim6res h6mipar t ies  selon la t echn ique  de 
HOUILLON% 3. des greffes h6t6rotopiques  d '6bauches  
d 'organes,  4. des greffes h f t6 ro top iques  de par t i es  
ant6rieures e t  post6r ieures  d ' embryons ,  la sect ion t r ans -  
versale 6 tant  effectu6e au niveau du champ  du m e m b r e  
ant6rieur.  

Ces op6rat ions on t  6t6 r6alis6es dans  la solut ion physio-  
logique de STEINBERGL Les s6ries d 'assoc ia t ions  en 
parabiose,  t61obiose e t  chim6res h6mipar t ies  6 ta lent  
mises en oeuvre  avee des embryons  a p p a r t e n a n t  ~ une 
m~me ponte  issue de pa ren t s  h6t6rozygotes  de telle sor te  
que sur l ' ensemble  des op6rat ions  r6alis6es 6/16 (37,5%) 
d ' en t r e  elles repr6sen ten t  des combina isons  en t re  un 
emb ry o n  normal  e t  un e m b r y o n  16thal. Les greffes 
h6t6rotopiques  d '~bauches  d 'o rganes  e t  de par t ies  
ant6rieures et  post6r ieures  d ' e m b r y o n s  on t  6t6 effectu6es 
sur le flanc, les emb ry o n s  donneurs  p rovena ien t  de 
pon tes  issues de pa ren t s  h6t6rozygotes  e t  les e m b r y o n s  
receveurs  a p p a r t e n a i e n t  ~ des pon tes  s t a n d a r d ;  ainsi  

Associations cn parabiose 92 
Associations en t61obiose 86 
Chim~res h6miparties 95 
Greffes t6te et abdomen 71 
Greffes d'6bauchcs 

CEil 19 
Membre ant6rieur 27 
Queue 32 

30 (32,6%) 
31 (37,2%) 
29 (30,5%) 
22 (31%) 

5 (26,3%) 
6 (22,2%) 
9 (28,1%) 

1 j .  SIGNORET, A. COLLENOT Ct L. GALLIEN, C. r. Acad. Sci., Paris 
262, 699 (1966). 

2 R. I~. HUMPHREY, Devl Biol. d, 423 (1962). 
a R. g. HUMPHREY, J. exp. Zool. 155, 139 {1964). 
4 p. GooNo• et A. COLLENOT, Experientia 30, 1079 (1974). 
5 L. GALL1EN et M. DUROGHER, Bull. biol. Fr. Belg. 91, 94 (1957). 
e CH. HOUILLON, C. r. Acad. Sci., Paris 258, 3901 (1964). 
7 IV[. STEINBERG, Carnegie Inst. Washington Year Book 56, 347 

(1957), eit6 par J. D. EBERT. 



146~ Specialia EXPERIENTIA 31/12 

1 op6rat ion sur 4 deva i t  r6aliser une combinaison  ~ddthal- 
normab~. Les em bryons  donneurs  on t  6t6 61ev6s jusqu 'au  
m o m e n t  de la prise de nour i tu re  de mani~re 5̀  reconnat t re  
ceux qui  6ta ient  16thaux. C 'es t  5̀  pa r t i r  de ce s tade  que 
l '6volut ion des combina isons  ~d6thal-normal,  a 6t6 
r6guli6rement observ6e et  compar6e 5. celle de combinai -  
sons <mormal-normab>. Les donn6es num6riques  concer-  
n a n t  I 'ensemble  des op6rat ions  r6alis6es son t  rassembl6es 
dans  le Tableau.  Les f ixa t ions  on t  6t6 effectu6es 5  ̀l 'a ide 
du l iquide f ixa teur  de Bouin-Hol lande  et  l '6 tude his to-  
logique a 6t6 r6alis6e apr6s inclusion dans  la paraff ine  et  
colorat ion des coupes par  le rouge nucl6aire solide e t  le 
picro- indigocarmin.  

Rdsultats. Parabioses et tdlobioses. L'associa t ion  en 
parabiose  ou en t61obiose ne modifie pas les caractSres 
morphologiques  ex te rnes  n i l e  m o m e n t  de l 'express ion 
de la m u t a t i o n  ,ulc~re~>. Associ6s ou non en parabiose  e t  
t~lobiose, les individus  u/u on t  le m~me aspect  au s tade  de 
la prise de nour r i tu re  (stades 37-38; Figures  1 et  2). L '6vo- 
lut ion des embryons  16thaux n ' e s t  pas  modifi6e e t  l 'on 

assiste, dans  les jours qui su ivent  l ' appar i t ion  du syn- 
d rome caract6r is t ique de la muta t ion ,  5. la cytolyse  e t  
5̀  la d6sagr6gation de la tota l i t6  de l ' embryon  16thal. E n  
outre,  l ' embryon  normal  auquel  il es t  associ6 m e u r t  
in61uctablement  dans  un d6lai de 15 jours  apr6s avoir  
manifes t6  p rogress ivement  de l ' an6mie;  celle-ci est  
appr6ci6e par  la quant i t6  d 'h6mat ies  qui  t r ans i t en t  au 
niveau du coeur e t  des f i laments  branchiaux .  L 'an6mie  
est  c o n c o m i t t a n t e  de l ' appar i t ion  de s tases  sanguines  sur 
les I lancs et  au niveau du pron6phros  des individus  
n o r m a u x  et  16thaux. L 'ab la t ion ,  fac i lement  r6alisable 
dans  le cas des t61obioses, de l ' e m b r y o n  16thai en cours 
de cytolyse  nous a permis  de cons ta t e r  qu'el le  emp~chai t  
la m o r t  de l ' e m b r y o n  normal  de l 'associat ion,  les signes 
d ' an6mie  qu' i l  man i fes ta i t  s ' e s t o m p e n t  p rogress ivement  
et  il p e u t  a t t e indre  l '6 ta t  adulte.  Cependan t  il conv ien t  de 
no te r  que la gu6rison est  d ' a u t a n t  plus f r6quente  e t  rapide 
que la s6para t ion a 6t6 r6alis6e plus t6 t  apr6s l 'express ion 
de la muta t ion .  
L '6 tude  his tologique des associat ions en parabiose  au 

Fig. 1. Association en t61obiose 
<mormal-16thab~ au stade 39, 8 
jours environ apr~s l'expression 
de la mutation; le membre de 
l'individu 16thal ne s'est pas d6ve- 
lopp6 (fl'ehe). 

Fig. 2. Association en t61obiose 
<mormal-16thal,~ au stade 40, 10 
jours environ apr~s l'expression de 
la mutation; Findividu 16thal 
pr6sente un ulcSre ventral (fl~che}, 
la bouehe est b6ante, les bran- 
chics sont peu d6velopp6es. 

Fig. 3. Greffes h~t6rotopiques de 
parties ant6rieure et post6rieure 
d'embryon normal. 

Fig. 4. Greffes h~t6rotopiques de 
parties ant6rieure et postdrieure 
d'embryon l~thal. Ces greffes sont 
en eours de d6g6n~rescence. Les 
porte-greffes sont au stade 41 soit 
11 jours environ apr~s l'expression 
de la mutation. 
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Fig. 5. Coupe histologique d'une association en parabiose (~normal-16thab~ au stade 39 (rindividu l~thal est h droite). Le foie, unique, est un 
organe ehim~re, la Iirnite des parties normale et 16thale est indiqu6e par la flbche. La structure du pron6phros de l'individu normal est altfir~e 
(~toile). 

Fig. 6. Partie agrandie de la Figure 5 montrant la structure alt6r6e du pron@hros de l'individu normah 

Fig. 7. Partie agrandie de la Figure 5, le cytoplasme des cellules h6patiques de l'individu l~thal est clair en raison de l'dlimination de nom- 
breuses enclaves lipidiques au cours de la prdparation histologique. 

m o m e n t  o~ s ' expr ime  la mu ta t i on  p e r m e t  d 'obse rve r  la 
jux tapos i t ion  des embryons  no rmaux  et  16thaux. Chez ces 
derniers,  les p l aque t t e s  vitel l ines sont  r6sorb6es mais le 
foie, le pron6phros  e t  les cellules musculaires  on t  le m~me 
aspect  que chez les individus  16thaux libres. E n  out re  la 
s t ruc ture  du pron6phros  de l ' individu normal  associ6 est  
alt6r6e (Figure 5). 

ChimOres. Lorsque les t issus 16thaux sont  ant6rieurs,  les 
condi t ions  et  les caractbres  de l 'express ion de la mu t a t i o n  
ne sont  pus modifi6s par  l ' i n te rven t ion  exp6r imenta le  et  
la mor t  de la chimgre est  in61uctable en raison des 
anomal ies  c6phaliques caract6r is t iques de la mu ta t i on ;  
ce t te  m o r t  surv ien t  dans  les m~mes d61ais que chez les 
individus  16thaux libres. Lorsque les t issus 16thaux sont  
post6rieurs,  ils se cy to lysen t  plus t a r d i v e m e n t  e t  la 
par t ie  ant6rieure pr6sente  de l 'an6mie;  la m o r t  de la 
chim6re surv ien t  30 jours  environ aprbs l 'express ion de la 
muta t ion .  P e n d a n t  ce t te  dur6e la chim~re se nour r i t  e t  
le t ube  digest if  assure le t rans i t .  Dans  une telle association, 
les t issus endodermiques  16thaux et  n o t a m m e n t  l ' in tes t in  
a t t e i g n e n t  un degr6 d 'o rgan isa t ion  et  de dfffgrenciat ion 
plus ~lev6 que celui observ~ chez les individus  16thaux 
l ibres ou associ6s en parabiose  et  t61obiose. L '6 tude  
his tologique et  u l t ras t ruc tura le  de telles chim~res sera 
expos6e ul t6r ieurement .  

Gre//es hdtgrotopiques, a) La greffe h~t6rotopique 
d '6bauches  d'oeil, de membre  ant6r ieur  et  de queue sur  
un e m b r y o n  normal  ne modifie pas le degr6 d 'o rgan isa t ion  
a t t e in t  pa r  les ~bauches qui, 2 semaines  apr~s l 'express ion 
de la mu ta t i on  chez les embryons  donneurs  correspon-  
dants ,  on t  involu6; elles ne sont  plus d6celables qu ' au  
niveau his tologique sous la forme de quelques  cellules /~ 

noyau pycno t ique  et  d ' amas  de mdlanine, b) Les par t ies  
ant6rieures e t  post6rieures d ' e m b r y o n s  16thaux greff6es 
sur le flanc d ' e m b r y o n s  n o r m a u x  exp r imen t  la muta t ion .  
L '~volut ion  ult6rieure de ces combinaisons  est comparab le  

celle des associat ions en parabiose  et  t61obiose: les 
par t ies  greff6es se cy to lysen t  duns les 20 jours qui su ivent  
l ' express ion de la mu t a t i o n  (Figures 3 et  4) ; les embryons  
por teurs  meu ren t  aprbs avoir  pr6sent6 de l 'an6mie. 

Discussion et conclusions. L 'ensemble  des r~sul tats  
d6mont re  que l ' express ion de la m u t a t i o n  ((ulc~re,) est  
au tonome et  que la 16thalit6 est  in61uetable quelles que 
soient  Ia quant i t6  e t  la na tu re  des t issus greff6s. N6an- 
moins  l '6volut ion du tube  digestif ,  par  exemple,  peu t  se 
poursuivre  t e m p o r a i r e m e n t  ~ la faveur  d 'une  associat ion 
en chim~re h6mipar t ie .  Les emb ry o n s  u n ' o n t  pas 6t6 gufr is  
de leurs anomal ies  co n t r a i r emen t  ~ ce que HUMPHREY 2 a 
observ6 pour  la m u t a t i o n  v de rAxolo t l .  Le caract+re 
au tonome de r exp res s ion  de la m u t a t i o n  u est  ~ rappro-  
cher  de celui des mu ta t i ons  lm du Pleurod+le (GouNoN et  
COLLENOT 4) et  1 de l 'Axolot l  (CHLING et  BRIGGS 8). E n  outre,  
il Iaut  souligner le fair que dans  la p lupa r t  des combina i -  
sons, les individus  n o r m a u x  son t  mor ts  apr3s avoir  pr6- 
sent6 de r an6mie  d o n t  les t issus 16thaux associ6s sont  sans 
doute  ~ l 'origine puisque  la dissociat ion de t61obioses per-  
me t  la gu6rison des individus  an6mi6s. Des faits compa-  
rables ont  6t6 observ6s par  JAYLET et  al. 9 5~ propos  de la 
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m u t a t i o n  ac du Pleurod61e. L '6 tude  his tologique et  ul t ra-  
s t ruc tura le  d6jA entrepr ise  des embryons  mu tan t s ,  libres 
ou associ6s, p e r m e t t r a  de pr6ciser les caract6res de l ' expres-  
sion de la m u t a t i o n  u au niveau cellulaire. 

Summary.  The au tonomous  express ion of a recessive 
le thal  m u t a t i o n  ('ulc6re' u), isolated in the  s a l amande r  
Pleurodeles waltlii Michah. is d e m o n s t r a t e d  by  the  way  of 
parabio t ic  and telobiot ic  associations,  allogenic chimaeras ,  

he te ro top ic  graf ts  of organ pr imord ia  and of an te r ior  or 
pos ter ior  pa r t s  f rom le tha l  embryos .  
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U l t r a s t r u c t u r e  of C e l l - M e d i a t e d  I m m u n i t y .  I. C o m p a r i s o n  b e t w e e n  E and EA R o s e t t e s  

In  previous studies,  t he  u l t r a s t ruc tu ra l  appearance  of 
in terac t ion  be tween  h u m a n  lymphocy te s  and chicken red 
cells in the  course of phy tohemagg lu t in in - induced  1 and 
an t i body -med ia t ed  2 cy to tox ic i ty  were described.  In  b o t h  
types  of cy to toxic i ty ,  in te rd ig i ta t ions  be tween  some 
lymphocy te s  and t a rge t  cells were observed.  

The presen t  s tudy  deals wi th  the  u l t r a s t ruc tu re  of the  
in te rac t ion  of h u m a n  lymphocy te s  and  e ry th rocy te s  in E 
roset tes ,  considered to  be specific for T l y m p h o c y t e s  3 

Fig. 1. E Rosette. Sheep red cells are regularly arranged around a 
lymphocyte, grossly round in shape. Limited areas of membrane 
contact between lymphocyte and erythrocytes are visible. • 8,500. 

and  E A  roset tes ,  in wh ich  the  rose t t ing  l y m p h o c y t e  is 
supposed  to  be a B l y m p h o c y t e  w i th  receptors  for the  
Fc  f r ag men t  of IgG*. 

Materials and methods. The t echn ique  for separa t ion  of 
lymphocy tes ,  ob ta ined  f rom 8 h e a l t h y  volunteers ,  has  
a l ready  been  descr ibed 1. P r epa ra t i on  of E rose t tes  was 
pe r fo rmed  according to JONDALL e t  al. s. Sheep red 
cells s tored  in Alsever  a t  4~ were washed  3 t imes  in 
Hanks  and  resuspended  in the  same med ium to a f inal  
concen t ra t ion  of 0.5 %;  0.25 ml  of l ymphocy te s  sus- 
pens ion ( 4 •  e cells/ml) were mixed  wi th  0.25 ml  of 
sheep red cells suspension,  i ncuba ted  for 5 min  a t  37~ 
cent r i fuged at  800 r p m  for 5 min and  then  incuba ted  
again for 12 h a t  4~ At  t h e  end of the  incubat ion,  the  
cell m ix tu re  was gen t ly  resuspended  and a drop @as pu t  
on a microscope slide and  observed  in t he  l ight  micro- 
scope. The percen tage  of l y m p h o c y t e s  b inding more  t h a n  
3 sheep e ry th rocy tes  over  a to ta l  of 300 l ymphocy te s  was 
recorded.  

P repa ra t ion  of EA rose t tes  was pe r fo rmed  according to  
HAEGERT et  al. 4. Ox red  cells were  washed  3 t imes  in 
Tris -Hanks  and  resuspended  at  a final concen t ra t ion  
of 2 %. The suspension was  sensi t ized wi th  r abb i t  IgG 
ant i -ox  an t i se rum at  a subagg lu t ina t ing  dose, for 1 h a t  
room rempera ture .  The sensi t ized cells were t h e n  w a s h e d  
3 t imes  in Tris -Hanks  and a 0 .8% suspension was 
prepared .  Fo r  tes t ing,  1 drop  of sensi t ized ox red cells 
and  1 drop  of l y m p h o c y t e s  suspension (2 • 106 cells/ml) 
were mixed  in a t e s t  t ube  and  cent r i fuged a t  300 g a t  
4~ Count ing of rose t tes  was pe r fo rmed  as descr ibed 
above.  

For  each exper iment ,  samples  of cells mix tu res  of E 
and  E A  rose t tes  were processed for electron microscopy.  

Results. The pe rcen tage  of E rose t tes  var ied in the  8 
subjec ts  s tud ied  f rom 58 to 72, t h a t  of EA rose t tes  f rom 
22 to 26. The u l t r a s t ruc tu ra l  observa t ion  of E and  E A  
rose t tes  showed differences  in t he  2 types  of rose t t ing  
lymphocy tes .  Those of E rose t tes  were  grossly round  in 
shape  (Figure 1), whereas  those  of EA rose t tes  were 
a lmost  invar iab ly  in t h e  shape  of uropods  6 (Figure 2). 

Fig. 2. EA rosette. Sensitized ox red cells are visible sorrounding 
one pole of a lymphocyte elongated in shape. Numerous cytoplasmic 
pseudopods protrude from the red cells and come into contact with 
the lymphocyte membrane. • 8,500. 
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