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However,  after heating the R N A  in 1 x SC buffer  (0.15 M 
NaC1, 0.015 M Na 3 citrate, pH 7.0) followed by rapid or  
slow recooling to 4 ~ no renaturated 28 S r R N A  could be 
observed. Therefore,  the conversion of  the 28 S r R N A  
seems to be an irreversible dissociation process under the 
conditions employed in our experiments. 
Discussion. For  deuterostomians,  a correlation between the 
evolutionary level reached by a species and the mol. wt of  
its 28 S r R N A  has been shown 17. I f  this were so in protosto- 
mians also, we should expect from the higher evolved 
dipterans a higher mol. wt o f  the 28 S r R N A  than from the 
leaf  hopper. Furthermore,  the values for 28 S r R N A  from 
different dipteran species should be close together. But in 
contrast to this, the mol. wt of  28 S r R N A  from different 
dipterans differ significantly (1.40 x 106 dalton for Drosophi- 
la ~7, and 1.73 x 106 dalton for Smittia), while the mol. wt o f  
28 S r R N A  from leaf  hopper  (1.50x 106dalton) and Droso- 
phila were found to be similar. We therefore think that the 
relation between evolut ionary stage and the tool. wt of  the 
28 S r R N A  does not hold true for protostomians. 
In both insect species under  investigation, a comparable  
similar lability of  the 28 S r R N A  was observed. Under  the 
conditions employed (thermal treatment, denaturat ing 
agents), the 28 S r R N A  was converted to 18 S products. The 
results reported here, and by several other authors s,18,19, 
suggest a dissociation of  the 28 S rRNA. I t smol .  Wt seems 
to be large enough to generate 2 18-S molecules from 1 28-S 
rRNA molecule. The conclusion from this might be that 
both, Smittia and Euscelis 28 S rRNA, consists of  2 r R N A  
chains of  similar mol. wt held together by hydrogen bounds 
which can be dissociated by denaturating conditions. 
Our results are in agreement  with the suggestion of  Ishika- 
wa 19 that thermal lability of  the 28 S rRNA might be 
common  to all protostomians. In contrast, heat t reatment o f  

28 S r R N A  from deuterostomians results only in a slight 
increase of  the electrophoretic mobi l i ty  ~9. 
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Biosynth~se in vitro d'octopamine par le syst~me nerveux et le c~eur du mollusque gast~ropode Helix pomatia 
In vitro biosynthesis of octopamine by the nervous system and the heart of the mollusc gastropode Helix pomatia 

J. Cardot 

Laboratoire de Physiologie animale, Facultk des Sciences et des Techniques, Place Leclerc, F-25030 Besangon C~dex 
(France), 22 mars 1978 

Summary. The tyrosine is decarboxylated in vitro by the central nervous tissue and by the intracardiac nervous tissue of  
Helix pomatia by aromatic amino-acid decarboxylase. The tyramine obtained is then partially t ransformed into octopa- 
mine by tyramine-fl-hydr0xylase. The inhibition of  monoamine  oxidase favours appari t ion of  the 2 amines. The  mono-  
amine oxidase seems able to regulate their synthese and to assure their inactivation. 

L 'octopamine (p-hydroxyph6nyl6thanolamine) a 6t6 identi- 
fi6e pour la premi6re fois dans le produit  se s6cr6tion des 
glandes salivaires post6rieures des c6phalopodes octopodes, 
d'of~ son nom ~'2. Chez les mammif6res  elle est pr6sente 
dans le syst6me nerveux central et dans le syst6me ortho- 
sympathique. Ses r61es physiologiques possibles ont 6t6 

en r e v u e .  Chez les invert6br6s de nom- r6cemment pass6s 3 
breux arguments permet tent  d 'envisager avec fermet6 ses 
fonctions de neurotransmetteur  3'4. Chez Helix elle existe 
dans le syst6me nerveux et dans le coeur s6. Notre 6tude a 
pour but de d6montrer,  chez Helix pomatia, la formation de 
tyramine par le syst6me nerveux et son hydroxylation 
conduisant h l 'oc topamine grfice /t la dopamine-f l-hydro- 
xylase 7. 
M4thodes. Premi6re s6rie d'essais. Des homog6nats de tissu 
nerveux (colliers cesophagiens et nerfs) et de coeurs corres- 
pondant  ~t 500 mg d 'organes sont incub6s pendant  3 h, /t 
27~ en tampon phosphate pH=7 ,2 ,  en pr6sence de 
0,1 ~tmole de DL-3-14C-tyrosine d'activit6 sp6cifi- 

que = 50 m C i / m M  (volume final: 5 ml), selon les modalit6s 
suivantes: 
Tissu nerveux + tyrosine + PLP (50 ~tg). 
Tissu nerveux + tyrosine + parnate (4 x 10 3 M) + PLP. 
Tissu nerveux + tyrosine + parnate + DL-a -m6thy lDOPA 
(2 ,5x10 3 M ) + P L p .  
Tissu nerveux + tyrosine + parnate + RO 4-4602 (2,5 
x 10-3M) + PLP. 
Tissu ne rveux+  tyrosine + pa rna te+  FLA-63 (2 x 10 -3 M) 
+ PLP. 
Cceurs + tyrosine + parnate + PLP. 
Le PLP (phosphate de pyridoxal) est la coenzyme de la 
d6carboxylase; il est ajout6 par routine aux milieux r6ac- 
tionnels. L ' a -m6thy lDOPA et le RO 4-4602 sont des inhibi- 
teurs de la ddcarboxylase. Le parnate (tranylcypromine) est 
un I M A O  (inhibiteur de la monoamine-oxydase  ou MAO)  
et le FLA-63 est un inhibiteur de la dopamine-fl-hydroxy- 
lase. 
Apr~s incubation et addit ion d 'entraineurs froids les amines 
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Tableau 1. Formation d'amines par des homog6nats d'organes incub6s pendant 3 h, 
enzymatiques 

Experientia 34/10 

en pr6sence de 3-14C-tyrosine et de divers inhibiteurs 

Syst6me nerveux Syst~me nerveux Syst6me nerveux Syst6me nerveux Syst6me nerveux Coeurs 
IMAO IMAO IMAO IMAO IMAO 

m6thylDOPA RO 4-4602 FLA-63 

0,50 _+ 0,11 1,55 _+ 0,40 0.27 _+ 0,06 0,23 =t- 0,05 0,96 _+ 0,08 0,29 ___ 0,07 
n=4  n = 4  n = 4  n = 4  n = 4  n = 4  

82% 85% 

0,68 + 0,09 2,20 + 0,57 0,20 + 0,04 0,38 + 0,05 0,34 + 0,05 0,64 + 0,05 
n=4  n = 4  n=4  n = 4  n=4  n = 4  

90% 82% 84% 

Tyramine 

Inhibition 

Octopamine 

Inhibition 

Valeurs exprim6es en nmoles+ SD; n, nombre d'essais. Les valeurs sont rapport6es au gramme de syst6me nerveux ou de coeurs. 

sont extraites par l 'acide perchlorique 0,4 N e t  les extraits 
sont trait6s par l ' a lumine pour les d6barrasser des cat6chol- 
amines 6ventuel lement  form6es. Les amines contenues 
dans l 'eff iuent  de l 'a lumine sont s6par6es suivant Boulton 
et Wu  s, au moyen  de Dowex 50X2. Les 61uats de la r6sine 
sont d6pos6s sur papier  chromatographique suivant une 
ligne de d6part de 10 cm, puis chromatographi6s en m6me 
temps que des t6moins lat6raux d'amines.  La r6partition de 
la radioactivit6 sur les chromatogrammes est 6tablie sur une 
bande longitudinale (2 cm de large) d6coup6e en fragments 
de 1 • 1 cm et mesur6s directement dans I 'ESLO (tolu6ne- 
PPO-POPOP).  Les zones correspondant aux amines sont 
soumises h une 61ution et les 61uats sont d6ss6ch6s puis 
repris par 0,5 ml d'eau. Les comptages de radioactivit6 sont 
effectu6s avec le m61ange dioxanne-naphtal6ne-PPO-PO- 
POP. 
Deuxi6me s6rie d'essais. Des colliers nerveux ou des coeurs 
entiers sont incub6s pendant  6 h, h 27 ~ dans 4 ml 
d 'h6molymphe,  avec 0,1 pmole de tyrosine marqu6e,  pour 
500 mg d'organe,  avec ou sans parnate (4•  10 -3 M). Apr6s 
incubation les organes sont lav6s rapidement  avec du 
liquide physiologique et les amines sont s6par6es comme 
cel~ a 6t6 d6crit pr6c6demment.  Les produits d'61ution des 
zones chromatographiques  correspondant aux amines sont 
lyophilis6s et soumis ~t une dansylation 8. Les d6riv6s dansy- 
16s sont purifi6s par 2 chromatographies sur silica gel par 
des m61anges appropri6s 8. La radioactivit6 des d6riv6s dan- 
syl6s est mesur6e dans I 'ESLO. 
Rksultats. La r6partition de la radioactivit6 sur un chroma- 
togramme (figure) montre  la pr6sence d 'une zone radioac- 
tive au niveau de la tyramine et au niveau de l 'octopamine.  
D'autre  part les r6sultats exprim6s dans le tableau 1 indi- 
quent  que les inhibiteurs de la d6carboxylase inhibent  
l 'appari t ion de la tyramine pr6sum6e et, en cons6quence, 
celle de l 'octopamine.  Le Fla-63 inhibe for tement  l 'appari- 
tion de l 'octopamine.  Enfin les 2 amines sont synth6tis6es 
par les homog6nats  de c~eurs. 
Avec des organes entiers nous n 'avons pu r6aliser que 4 
s6ries d'essais: 2 en mars et 2 en avril, avec des animaux 
remis en activit6 d6but mars. Les r6sultats diff6rent cepen- 
dant net tement  du point  de vue quantitatif:  les synth6ses 
sont plus actives en avril (tableau 2). L 'oc topamine  et la 
tyramine existent dans le coeur et le syst6me nerveux des 
escargots 4-9, mais des variations saisonni6res m6taboli-  
ques 4 10 sont cer tainement  la cause de l 'absence d 'octopa- 
mine dans le coeur en novembre  4. Nos r6sultats sont en 
accord avec ce point  de vue. Si on consid&e que le proc6d6 
utilis6 pour l 'analyse des amines n 'en permet  qu 'une  r6cu- 
p'erat'onl part'ellel ~, les valeurs que nous donnons sont tr6s 
inf6rieures aux valeurs r6elles. Elles ne t iennent pas 
compte, non plus, de la pr6sence de gaines conjonctives 
entourant  les ganglions. N6anmoins  l 'affinit6 de la d6car- 
boxylase des Mollusques est faible pour la tyrosine TM 12. En 
raison de ses variations d'activit6 en fonction du substrat, 
l ' enzyme d'Helix ressemble h celle des mammifbres.  Pour 

Tableau 2. Formation d'amines par des organes entiers incub6s 
pendant 6 h, avec de la 3A4C-tyrosine en pr6sence ou non d'un 
IMAO 

Syst6mes Syst6mes Coeurs Coeurs 
nerveux nerveux IMAO 

IMAO 

Tyramine Mars 0,31 0,55 0,04 0,64 
Avril 0,65 1,20 0,12 2 

Octopamine Mars 0,14 0,27 0,05 0,26 
Avril 0,26 0,38 0,07 0,32 

Les valeurs sont exprim6es en ng/1 g d'organe. Chaque valeur 
repr6sente la moyenne de 2 essais. 
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R6partition de la radioactivit6 sur un cinqui6me de chromato- 
gramme. Incubation d'un homog6nat de tissu nerveux (500 mg), 
sans IMAO, avec 0,1 ~tmole de DL-3-14C-tyrosine, pendant 6 h. 
Chromatographie descendante, papier Whatman n ~ 4, alcool amy- 
lique tertiaire-ammoniaque ~t 28% (4:1, v/v). La fl6che verticale 
indique une zone retenue comme indiquant la valeur de fond de la 
radioactivit6 (trait discontinu). Mesur6e apr6s 61ution, la radioacti- 
vit6 de cette zone a permis de calculer la valeur de fond et d'en 
tenir compte dans lesmesures concernant les r6gions de la tyramine 
et de l'octopamine. 

le coeur, les valeurs trouv6es doivent  ~tre rapport6es au 
tissu nerveux intracardiaque et sont ~t mettre en relation 
avec l 'accumulat ion des enzymes de synth6se dans les 
terminaisons nerveuses 13. La tyrosine, pr6sente dans ie tissu 
nerveux, le coeur et l 'h6molymphe des escargots 14-16, est le 
pr6curseur imm6diat  de la tyramine. Si, chez Helix ~7, la 
d6carboxylase des acides amin6s est plus s61ectivement 
localis6e dans certains neurones que chez Aplysia, par 
contre, on ne conna~t pas les localisations de la tyramine-fl- 
hydroxylase, chez Helix. On peut envisager plusieurs possi -  
bilit6s: - la tyramine-/%hydroxylase (dopamine-fl-hydroxy- 
lase) est r6partie dans tous les neurones cat6cholaminetgi :  
ques; - ou bien elle est localis6e dans certains neurones 
noradr6nergiques;  - ou bien il existe des neurones sp6ciali- 
s6s dans la synth6se de l 'oc topamine et ne poss6dant pas de 
tyrosine-hydroxylase. Ils ne seraient donc pas cat6cholami- 
nergiques. Ils poss6deraient la d6carboxylase des acides 
amin6s et la tyramine-fl-h~ydroxylase. C'est le cas pour 

, I s  certains neurones d Aplysia . 
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C e p e n d a n t  la noradr6na l ine  n ' a  pu  8tre localis6e par  la 
md thode  h i s toch imique  chez Helix 2~ et le con t enu  en 
noradr6na l ine  et en  oc topamine  est p r a t i q u e m e n t  le m~me 
pou r  les diff6rents  gangl ions  6. Ces observat ions  sont  en 
faveur  de la premi6re  possibili t& 
Nos r6sultats m o n t r e n t  que les taux d ' amines  sont augmen-  
t6s en  pr6sence d ' un  IMAO.  Or  la ty ramine  est un  excellent  
subst ra t  pour  la M A O  d'Helix 21. Par  contre,  l ' oc topamine  
est u n  mauvais  substrat .  L ' ident i f ica t ion  des aeides corres- 
p o n d a n t  ~t ces 2 amines  a 6t6 r6alis6e, mais  sera expos6e 
ul t6r ieurement .  I1 appara i t  donc  que, malgr6 sa faible 
repr6senta t ion  dans  le syst6me nerveux  et le ceeur, la M A O  
peut  in te rveni r  soit en  r6gulant  la synth6se des amines ,  soit 
en les inac t ivan t  au cours des ph6nom~nes  de l ibdrat ion.  
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The density and chemical composition of fish muscle' 
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1978 

Summary. The  re la t ionship  be tween  the densi ty of  muscle f rom Coregonus pollan T h o m p s o n  and  its chemical  compos i t ion  
has a parabol ic  na tu re  which makes  predic t ion  of  fat  or  dry mat te r  content  f rom densi ty impossible.  

The  correlat ion be tween  body  densi ty and  chemical  corn- 
3 posi t ion for h igher  ver tebra tes  is well known.  It seemed 

bo th  scientifically va luable  4 and  possibly of  considerable  
practical use to explore any s imilar  re la t ionships  for fish 
muscle and  fish body.  Recent  reports  54 have  emphas ized  a 
strong corre la t ion a m o n g  compounds  such as fat, water,  ash 
and  somet imes  even prote in  for m a n y  fish species, bo th  for 

whole fish and  for fish muscle.  It was logical to extend this 
approach to see i f  there is any ma themat ica l  va luable  
relat ion be tween  densi ty and  any one of  these compounds .  
Materials and methods. The  study was carr ied out  on  120 
pol lan (Coregonus pollan T h o m p s o n )  f rom Lough Neagh,  
N. Ireland,  caught  f rom Janua ry  to August  1977. They  were 
adul t  fish, 2-5 years old, 100-250 g indiv idual  weight. 
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