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particles observed contained completely formed nucleoid 
(figure d). These morphological findings complement and 
extend the biochemical demonstration that only during the 
terminal stages of the disease are particulates with reverse 
transcriptase and 60-70S RNA indistinguishable from tis- 
sue-culture-induced GP-B type retravirus found 23. This is 
also in line with the demonstration that BrdU-induced viral 
genes are transcribed in L2C leukemic cells 21. 
The morphological evidence for the presence of the B-type 
retravirus in the iate stages of leukemogenesis indicates that 
a positive correlation exists between the morphologically 
complete expression of endogenous viral genes in L2C 
leukemic cells and malignancy, particularly leukemia, in 
guinea-pigs. 
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Effet de la neuraminidase sur l'activit~ phagocytaire d'Amoebaproteus 
Effect of  neuraminidase on phagocytosis activity in Amoeba proteus 

P. Marsot 

INRS-OcOanologie, 310, avenue des Ursulines, RimouskL QuObec G5L 3A1 (Canada), 29 mai 1978 

Summary. Phagocytosis activity of  Amoeba is greatly reduced after treatment with neuraminidase, at concentrations that do 
not affect normal motile behavior. 

Presque toutes les cellules animales poss6dent une couche 
de mucopolysaccharide (glycocalyx) sur la surface externe 
de leur membrane plasmique. Chez l 'amibe d'eau douce, 
Amoeba proteus, ce rev~tement est particuli6rement impor- 
tant; son d6veloppement peut atteindre une 6paisseur de 
2000 A 1. Sa composition chimique est de nature polysac- 
charidique avec la pr6sence, probable, d'acides sialiques 2'3. 
Le r61e du glycocalyx de l 'amibe dans certaines activit6s 
cellulaires telles que la pinocytose 4-7 et la chimiotaxie s'9 
semble maintenant bien 6tabli. Cependant, son interven- 
tion dans les ph6nom~nes phagocytaires - ph6nom6ne 
impliquant des mouvements protoplasmiques associ6s/i la 
capture et & l'ingestion d'une proie - est moins bien connue. 
Les exp6riences de Lindberg l~ sont les seules, h notre 
connaissance, qui mettent en relief cette fonction du glyco- 
calyx chez l'amibe. L'auteur observe une inhibition de la 
phagocytose chez des amibes immerg6es dans des solutions 
d'enzymes prot6olytiques (pronase, trypsine, papaine). 
La pr6sente note vise h pr6ciser le r61e du glycocalyx dans 
la phagocytose chez A. proteus, en utilisant une enzyme 
plus sp6cifique; la neuraminidase. 
Materiel et m#thodes. Amoeba proteus a 6t6 cultiv6e Suivant 
la m6thode de Prescott et Carrier u. Les amibes subissent 
un jefine de 48 h e t  sont lav6es 5 fois dans leur milieu de 
culture (milieu de Chalkley 12) avant chaque exp6rience. 
Les amibes trait6es h la neuraminidase subissent en plus, 
une pr6incubation de 5 rain dans l'enzyme (3 et 6 unit6s/ml 
de milieu Chalkley). Le pH du milieu est maintenu /i 5.7. 
La neuraminidase de Vibrio eholerae provient de la maison 
General Biochemicals, Ohio. 

Calcul de l'activit# phagocytaire. Essentiellement, nous 
reprenons la m6thode raise au point par Marsot et Couil- 
lard 13 pour la phagocytose de cellules dissoci6es de l'hydre, 
avec les modifications suivantes: a) Coloration vitale de 
Tetrahymena pyriformis (cili6). Les cellules pr6alablement 
lav6es avec le milieu Chalkley (3 fois), sont resuspendues, 
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Effet de la neuraminidase sur la phagocytose de Tetrahymena par 
Amoeba proteus. Des populations identiques d'amibes (1500/ml) 
sont en pr6sence d!un nombre toujours constant de cili6s (800/ml). 
La neuraminidase a 6t6 utilis6e anx concentrations de 3 unit6s/ml 
(ligne bris6e) et 6 unit6s/ml (ligne pointill6e). La ligne unie 
repr6sente l'exp6rience t6moin (sans enzyme). 
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durant 15 h dans un milieu semblable contenant de 
l'orang6 d'acridine (1 pg/ml). Avant l'exprrience, elles sont 
remises dans un milieu sans colorant, b) Des volumes 
connus d'une suspension d'amibes (1500/ml) et de cellules 
de Tetrahymena (800/ml) sont mrlangds darts une fiole 
conique de 15 ml. Une aliquote est aussitrt transfrrre sur 
une lame ~ puits et observ6e au microscope en fluores- 
cence. Le pourcentage d'amibes contenant un phagosome 
(spot fluorescent), ou plus, est d6termin6 ~ divers temps. 
Rdsultats. L'activit6 phagocytaire de l 'amibe en prdsence de 
neuraminidase subit une r6duction de 15 et 30~ apr6s 
10 rain seulement, aux concentrations respectives d'enzyme 
de 3 ~t 6 unit6s/ml (figure). Au bout de 15 min l 'inhibition 
de la phagocytose peut atteindre facilement 50"/o, 
6 unitds/ml. 
Une 6tude du mouvement de l'amibe, h ces concentrations 
(3 et 6 unit6s/ml), r616ve un comportement et un d6place- 
ment tout/t  fait normal des cellules, si on les compare aux 
t6moins (sans enzyme). Ce comportement se traduit par la 
formation de pseudopode et l 'adoption d'un mouvement 
polaris& D'ailleurs il a 6t6 d6montr6 qu'h des concentra- 
tions en neuraminidase beaucoup plus 61ev6es (25 
unitds/0.1 ml) et pour une dur6e d'immersion beaucoup 
plus longue (60 rain), les amibes conservaient une ap- 
parence normale 2. 
Discussion. L'effet inhibiteur de la neuraminidase sur l'acti- 
vit6 phagocytaire, h des concentrations qui n'affectent pas 
le mouvement ou l'apparence de l'amibe, met en relief un 
r61e important que semblerait jouer le glycocalyx de 
l'amibe dans le processus de capture et d'ingestion de ses 
proies. Des inhibitions analogues ont 6t6 observ6es chez les 
leucocytes affect6s par le virus de l 'influenza 14-~7 et l 'on a 
6tabli que la neuraminidase, en lib6rant les acides neurami- 
niques de la surface cellulaire, provoquait un affaissement 

des charges nrgatives qui se traduit par une baisse de la 
phagocytose. 
Egalement chez A. proteus, il y aurait lieu de croire que 
l'intrgrit6 du glycocalyx et surtout la prrsence d'acides 
sialiques pourrait jouer un rrle de premier ordre dans la 
perception des substances chimiotactiques librrres par les 
proies naturelles de l 'amibe 9,13,is, i9. 
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Triple cones found in retinas of 3 fish species 

B.A. Collins and E.F. MacNichol, Jr l 
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Summary. Triple cones were found in the retinas of 3 species of fishes indigenous to the Woods Hole area. The function of 
these triple cones can not be deduced from the behavior patterns of these fishes. 

In our laboratory, a histological survey of the retinas of 
fishes indigenous to the Woods Hole area is in progress. 
Many histological slides have been screened in choosing 
the tissue that best represents the retina of a particular 
species of fish to be included in this survey. The age and sex 
of the fishes used in this study are not determined. The 
tissue is prepared so that transverse and tangential sections 
through some region of the retina can be obtained. While 
scanning the numerous slides that have been made for this 
survey, we have found triple cones in 3 fish species, out of 
approximately 30 species examined to date. Since we were 
not looking expressly for unusual cone formation, many 
more local fish species may have triple cones than those we 
have, by chance, observed. Perhaps it is significant that 
triple cones have been found in nearly 10% of the fish 
species observed in this survey. 
Ali and Anctil 2 report on several fish species in which triple 
cones have been found. Approximately 170 families of fish 
are described in their text, of which only 8 species, includ- 
ing the yellowtail, are described as having triple cones. 
Most of these 8 species can be found in the waters sur- 
rounding Woods Hole. We have seen these unusual photo- 

receptors in the yellowtail, the white hake and the Ameri- 
can pollock. 
Materials and methods. These 3 fishes were caught in the 
waters of the Woods Hole area. The eyes were removed, 
the lens and cornea were dissected away, and the remaining 
eye cup was immersed in 3% gtutaraldehyde in 0.066 M 
phosphate buffer (pH 7.4). The eye cup was then post fixed 
in 2% osmium tetroxide in 0.14 M Veronal-acetate buffer 
(pH 7,4). The retinal tissue was embedded in Epon and 
approximately 10-~tm thick sections were cut. The sections 
were unstained, because the contrast offered by the osmium 
is adequate when a Zeiss Nomarski Differential Interfer- 
ence-Contrast Microscope 3 is used to view the sections. The 
tissue sections were photographed with Polaroid Posi- 
tive/Negative Land Film, type 665, through a • 12.5 eye- 
piece installed in a Polaroid camera. A x 40 objective was 
used on the Nomarski microscope. 
Results. Triple cones were seen in 3 of more than 30 fish 
species we have examined so far. In the yellowtail, All and 
Anctil 2 found triple cones in a confined spot near the area 
retinae. We found these unusual photoreceptors near the 
optic nerve in the pollock. Because no attempt was made to 


