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Recherches sur le systtéme phosphatasique des
glandes séricigénes chez le ver a soie
(Bombyx mori L.)

Selon 'hypothése de BRacHET et de CASPERSSON, les
acides nucléiques joueraient un role dans la synthése des
protéines. Des recherches plus récentes ont démontré que
l'acide ribonucléique cytoplasmique se localise principale-
ment sur des granules ultra-centrifugeables (microsomes) ;
il a été établi, en cutre, que ces microsomes contiennent
aussi des enzymes, notamment des phosphatases.

Dans une notc précédente!, une étude quantitative
de la teneur en acide ribonucléique des tubes séricigénes
du ver a soie a révélé d'importantes différences suivant
la partie de la glande que 'on considére.

En raison de ces constatations et des observations de
BraADFIELD?, indiquant que les glandes séricigénes don-
nent une intense réaction cytochimique de la phosphatase
alcaline, il nous a paru utile d’étendre nos investigations
4 cet enzyme; cette extension se justifiait d’autant plus
que BRADFIELD a émis I’hypothése que la phosphatase
servirait & séparer l'acide nucléique et la protéine du
complexe ribonucléoprotéique.
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Fig. 1. — Extraits de vers broyés.

A Bombyx mori L., var. Blanc Andrinople, 2¢ dge. Durée de l'auto-
lyse et de I'extraction: 3 jours. Durée de I'incubation: 1 h 4 39°C.

A
0 pH

B Bombyx mori L., var. Indigéne jaune, 2¢ Age. Durée de 'autolyse
et de I'extraction: 2 jours et demi. Durée de l'incubation: 1h A
37°C.

Dans une premiére série d’expériences, l’activité phos-
phatasique a été suivie sur des extraits de vers broyés.
Une deuxiéme série de dosages a été eftectuée sur des
glandes isolées et broyées. Pour I'extraction de I’enzyme
et le dosage du phosphate libéré par ’enzyme, nous avons
suivi la méthode de NEuManN3. Nous nous sommes in-
téressé spécialement & la détermination de V'optimum de
pH. Une gamme de pH entre 2,80 et 10,15 a été utilisée;
le pH était vérifié avant chaque expérience (dans une
proportion de 5 parties mélange tampon pour 1 partie
d’extrait enzymatique} a 'aide d’un pH-métre Beck-
mann. Comme substrat, nous avons utilisé le glycéro-
phosphate de soude pour les phosphomonoestérases, et
le pyrophosphate de soude pour les pyrophosphatases.

Il résulte de I’examen des figures 1 et 2 que les extraits
de tubes séricigénes contiennent une phosphatase avec
un maximum d’activité prononcé & 4,2-5,0 et un faible
maximum du cété alcalin, & pH 7,5-8,5. Les glandes séri-

1 J. M. Denuck, Biochim. biophys. Acta (sous pressc).

2 J. R. G. BRADFIELD, Biol. Rev. 25, 113 (1951).

3 H. NEUMANN, Onderzockingen over phosphomonoesicrasen en
pyrophosphatasen van het dierlijk organisme. Thése (Amsterdam 1948).
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cigénes se distinguent donc surtout par la présence d’une
phosphatase acide. Cette constatation a été confirmée
par 'emploi du fluorure de sodium M/100, qui cause nne
inhibition de 729%,, 2 pH 5,2. Au méme pH, le cyanure de
potassium M/100 n’a influencé la réaction enzymatique
que d’'une fagon minime. Dans le cas des extraits d’ani-
maux entiers, le cyanure de potassium M/100 a exercé
une inhibition de 549% a pH 9,83, tandis qu’a pH 4,93
aucune modification de 'activité enzymatique ne s’est
manifestée.

20 Pyrophosphatases

P libéré (en mg/100 g de tissu glandulaire)

pH sans MgSO, en présence de MgSO, M/100

7,96 80,5 valeur supérieure & 80,5 pas

mesurable au colorimétre
Méme extrait aprés 4 jours:
276,5

7,96 11,6

Les glandes séricigénes contiennent donc une pyro-
phosphatase alcaline trés sensible & la présence d'ions
Mg. Nous nous proposons de poursuivre, dans un proche
avenir, 1’étude de cet enzyme et d’étudier sa répartition
dans les parties sécrétrices et le réservoir de la glande.
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Fig. 2. — Extraits de glandes séricigénes broyées.

A Bombyx mori L., var. Chinois doré, début 5¢ Age. Durée de I'auto-
Iyse et de 'extraction: 2 jours et demi. Durée de I'incubation:
1ha3g7°C.

B Bombyx mort L., var. Indigéne jaune, fin 5¢ 4ge. Durée de 'auto-
lyse et de I'extraction: 3 jours. Durée de I'incubation: 1 h a 37°C.

En conclusion, cette étude préliminaire nous apprend
que:

1% Les glandes séricigénes contiennent une phospho-
monoestérase acide & pH optimum 4,2-5,0. Une phos-
phatase alcaline & pH optimum 7,5-8,5 ne montre qu’'une
faible activité. Au contraire, cet enzyme apparait trés
actif dans les extraits des vers entiers broyés; d’ailleurs
cet enzyme semble &tre localisé dans l'intestin des vers.
DriLHON et BUsNEL! ont pu démontrer la présence,
dans lintestin des insectes, d’une phosphatase alcaline
dont I'optimum se situe a pH 8,6-9.

2° Les mémes glandes contiennent une pyrophospha-
tase alcaline, fortement activable par le sulfate de Mg.

1 A. DriLHON et R.-G. Busner, Bull. Soc. Chim. Biol. 17, 415
(1945).
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Ces recherches font partie d’un travail subsidié par PInstitut
pour encouragement de la Recherche scientifique dans I'Industric
et 'Agriculture I.R.S.1.A. (bourse de spécialisation).

J. M. DENUCE

Laboratoire de morphologie animale, Université Libre
de Bruxelles, le 31 octobre 1951,

Summary

Silk glands of Bombyx mori contain an acid phospho-
monoesterase with optimal activity at pH 4,2-5,0. An
alkaline pyrophosphatase was found to be active at
pH 7,96.

Prolongation of Clotting Time in Hibernation

One of the authors, SUOMALAINEN, haslong been aware
of the slow rate of blood coagulation in the hibernating
hedgehog. Sometimes the clotting takes several days.
Therefore, the clotting time of the blood was determined
in different physiological conditions in the hedgehog,
using the glass capillary method. Blood samples were
taken from normal hedgehogs in the latter half of Sep-
tember and in October. The period of hibernation actual-
ly began at the end of November. The hibernating ani-
mals were examined in December and January. Their
body temperature varied between + 6-6° and 10-8°C.

The hedgehog is also brought into artificial hibernation
by injecting insulin into it and keeping the animal in
the cold {SuomaraiNeEN1}. In this investigation artificial
hibernation was induced in late October. The body
temperature of the hedgehogs in artiticial hibernation
varied between + 7-2° and 11-5°C.

Hedgehogs that had been awakened from hibernation
were examined in the latter half of January. The animals
were awakened by bringing them from the cold to room
temperature. The blood samples were taken some 24
hours after awakening.

The mean blood clotting times are shown in Table I.

Table I
The mean blood clotting time in the hedgehog
+10°C +20°C +386°C
Normal hedgehog 510" 315" 225"
Hibernating hedgehog 10’ 50" 67 35" 4715"
Artificial hibernation . 710" 47 50" 2¢55"
Woken from hibernation 6’10" 410" 245"

As is seen from the Table, the blood clotting time is
markedly prolonged during hibernation. In artificial
hibernation it is also prolonged; in animals that have
been awakened from hibernation it is, on the other hand,
nearer to the normal values.

In seeking causes for these variations we have taken
account of the variation in numbers of the heparin-
secreting heparinocytes, or Ehrlich’s mast cells, in
hedgehogs at different times of the year. As appears from
the communication previously published in this periodi-
cal (SuoMALAINEN and HArRMAZ, cf, also HARMA and

1 P. SUOMALAINEN, Ann. Acad. Sci. Fenn. A 53, 7 (1939).
2 P. SuomaLaINEN and R. HirmX, Exper. 2, 380 (1951).
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SuomavrLaINENY), the number of heparinocytes is great
in the small intestine of the hedgehog and in the lungs
round the bronchioles (Table II}.

Table IT
Relative heparinocyte content of the small intestine and bronchioles
in the hedgehog. Each figure represents the mean of three hundred

unit areas.
. Sma!l Bronchioles
intestine
Normal hedgehog 4-8 30-5
Hibernating hedgehog 18-1 79-3
Woken from hibernation 11-0 72:1

The Tables show that both the blood clotting time
and the number of heparinocytes have increased during
hibernation. On the basis of these observations and the
histological picture of the heparinocytes it seems justi-
fiable to assume that increased heparin secretion is one
cause of the prolongation of the clotting time during
hibernation.

The retardation of the clotting time is a marked adap-
tation to the dormant state. The heart beat in hiberna-
tion is slow and weak, with the result that the circulation
of the blood is retarded (SuoMALAINEN and SARAJAS?2).
Therefore the danger of thrombosis is great in hiberna-
tion. In an active state, on the other hand, the blood
must coagulate rapidly, in order to prevent too great a
loss of blood from any wourids.

Itis interesting that SvisLa, Bowman and RITENOUR?®
have recently observed a corresponding prolongation of
blood clotting time in two American ground squirrels
(Citellus) during summer dormancy.

A more detailed account of these investigations will
be published in the periodical Archivum Societatis Zao-
ologicae Botanicae Fennicae «Vanamon.

P. SuomaraiNeN and EiLa LEuTto

Zoological Laboratory, Helsinki University, Helsinki,
Finland, November 22, 1951.

Zusammenfassung

Das Blut eines winterschlafenden Igels gerinnt viel
langsamer als das eines Sommerigels. Eine Ursache hier-
fiir ist die gesteigerte Heparinsekretion wihrend des
Winterschlafes. Die Verlingerung der Gerinnungszeit
ist eine bemerkenswerte Anpassung an den Lethargie-
zustand. Da die Herztitigkeit im Winterschlaf stark
herabgesetzt und der Blutkreislauf verlangsamt ist, ist
die Gefahr fiir Thrombosen im Winterschlaf gro.

1 R. HirMAi and P. SUOMALAINEN, Acta physiol. Scand. 24, 90
(1951).

2 P. SuoMaLAINEN and S. SarajAs, Ann. Zool. Soc. «Vanamo»
14, 2 (1951); Nature, 168, 211 (1951).

3 A. SviHra, H. R. Bowmax, and R. RiTENOUR, Science 114, 298
{1951).

Uber zwei neue Akarizide aus der Gruppe der
Di-(p-chlorphenyl)-karbinole
Wie die bisherigen Versuche und Erfahrungen im

Pflanzenschutz gezeigt haben, weist Dichlordiphenyl-
trichlordthan keine akariziden Eigenschaften auf; im



