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ENGLISH ABSTRACT

The responses of the melanophores of Fundu-

lus heteroclitus to adrenergic stimulation following

treament with «a- and B- adrenergic blocking agents
were studied in vitro, using isolated scales. Colour
change was recorded using the Mean Melaqophore Index.
Confirmatory in vivo, studies were also made using the

the Derived Ostwald Index as a measure of colour change.

Thg melanophores responded by aggregation of
melaniﬁ granules following treatment with adrenaline and
noradrenaline. This response was essentially constént
when the pH of the medium was varied between 3.5 and 7.2,
The effects of the adrenergic blockers were greatly influ-

enced by pH.

The following observations were made during
in vitro experiments with reversible a- adrenergic blockers
followed by adrenergic stimulants. Phen tolamine alone
produced dispersion of melanin granules. This is attribu-
ted to the release by the drug of endogenenous noradrena-
line which then combinesvwith B—recepfors on the melanopho-
re. Addition of adrénaline or noradrenaline elicited

aggregation indicating the reversibility of the blockage.



Azapetine alone did not cause dispersion.
Adrenaline added following azapetine caused dispersion.

Noradrenaline under the same circumstances was ineffec-

tive.

Chlorprothixene, a tranquilizer, produced

complete blockage.

Dibenamine, an irreversible a-blocker cau-
sed dispersion at high doses and in a range of pH from
7.2 to 5.0. At PH 7.2, the addition of adrenaline cau-
sed further dispersion but at lower PH, blockage was

complete and adrenaline evoked no response.

Phenoxybenzamine gave results similar to
those obtained with dibenamine.

EEDQ, an irrefersible a~bloéker with a dif-
ferent chemical structure to dibenamine an;i phenoxyben-
zamine had no effect alone at high doses_(IOO ug) but
caused aggregation at low doses (25 ug). The high dose
caused complete blockage and adrenaline elicited no res-
ponse. The low dose blocked only a-receptors and the

addition of adrenaline caused dispersion of melanin.

The following B-blockers were uscd:



Propranolol at 200 pg and pH'7.2 had no
visible effect. The addition of poradrenaline had
no effect and it was eviden£ that blockage was com-
plete. At a dose of 10 png propanclol did not give

a conclusive result.

Oxoprenolol at doses of 30 ug and 300 ug

had no significant effect.

Prinodolol had no visible effect when
used alone, but evidently caused a complete blockage

as catecholamines had no effect on treated scales.

Dichloroisoproterenol (DCI) at 250 ﬁg
and pH 6.1 produced aggregation. This may be due't;
the strong intrimnsic sympathomimetic activity of the
substance. At pH 7.2 the same dose of DCI had ﬁo
visible effect on the melanophore, buf the addition
of catecholamine had no effect also, indicating com-

plete blockage.

By using appropriate a- and B-blockers in
sequence, followed by catecholamines, the identity of

the receptors was established.

Equal numbers of fish adapted to white
and black backgrounds were used in the in vivo experi-

ments and the results were as follows.



Adrenaline and noradrenaline elicited the
same response, that of paling. The effects of the
substances tested in vitro were similar in vivo but

usually not as marked.

In general the results may be summarized
as follows. Treatment of the melanophore with an
a-blocker followed by catecholamineslresults in dis-
persion., Treatment with a B—blockef followed by ca-
techolamines results in aggregation.

These results strongly suggest that there
are b&th o~ and B-adrenergic receptors on the membrane
of the melanophore, and that they mediate aggreg;tibn
and dispersion, respectively, in respomse to adrener-
gic stimulation. The evidence suppo;ts the concept of

mononeuronal adrenergic innervation of the melanophore.
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1.0 INTRODUCTION

"To most of the modern pharmacologist the
receptor is like a beautiful but remote lady. He has
written her many letter and quite often she has answe-
red the letters. From these answels the pharmacologist
has built himself an image of this fair lady. He cannot,
however, truly claim ever to have seen her, although one

day he may do so" de Jongh (1964) cité par Hodge(1964}

Dés le début du 1l9e sidcle, des chercheurs
tentsrent de mettre en évidence la transmission chimique
de 1'influx nerveux dans le systéme nerveux sympathique.

A cette époque, plusieurs chercheurs avaient réalisé que
la réponse aux amines sympathomimétiques persistait dans
les tissus méme aprés la dégénérescence ou la dénervation
du neurone sympathique. Ils furent donc obligés de recou-
rir 3 la notion théorique de “"récepteur" pour expliquer

1'action de ces amines.

En 1906, Dale s'apexrgut que s'il traitait
différents tissus de mammif&res avec des préparations d'er-
got, il obtenait dans plusieurs cas, un renversement et
dans d'autres (par ex. le coeur) une inhibition des effets

de 1'adrénaline exogéne ou de la stimulation nerveuse adré-
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nergique. I1 émit donc 1'hypothése que 1'administration de
l'ergot modifiait les effets des médiateurs chimiques sur

le récepteur. Il suggéra aussi que‘le systéme nerveux a-
drénergique sécrétait deux substances chimiques différentes,

la SYMPATHINE I et E et que le "récepteur" produlsait avec

chacune d'elles, une réponse physiologique difféerente.

I1 fallut attendre jusqu'en 1948 ot Ahlquist,
étudiant la réponse de nombreux tissus de mammiféres aux
différentes amines sympathomimé&tiques, postula la présence
ae deux types de récepteurs en remplacement de la théorie
de Dale qui postulait deux types de médiateurs chimiques
sur un seul récepteur. Ahlguist €1948) s'ai)puya sur la réaction
différente des tissus aux amines sympathomimétiques bour
classifier les rBcepteurs en deuX groupes, les uns, norma-
lement associds aux réponses excitatriceg, furent appelés
les récepteurs de type a, et les autres, aux réponses inhi-
bitrices, les récepteurs de type B . La dénomination en a
et B fut préférée 3 celle d'excitation et d'inhibition a
cause de plusieurs exceptions rencontrées. Les deux princi-
pales exceptions sont, l'inhibition de l1'intestin associgée &
‘une stimulation des ré&cepteurs de typé s, et l'excitation
du myocarde, 3 une stimulation des récepteurs de type B.
Ainsi, selon la classification de Ahlquist, les vaisseaux
sanguins du muscle lisse se contractent en réponse 3 une

stimulation du systéme nerveux adrénergique, grdce aux
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récepteurs de typeq , et se dilatent par 1'intermédiaire des ré-

cepteurs de type § .

La découverte pharmacologique de bloqueurs adrénergiques
de typegq tel la PHENOXYBENZAMINE et la PHENTOLAMINE a permis de répéter
les expériences de Dale avec l'ergot et de reproduire le renversement de
1'ADKENALINE. Cependant, ce n'est qu'en 1957, que le premier bloqueur
adrénergique de type B, le DICHLOROISOPROTERENOL (DCI) fut synthétisé.

Ce bloqueur antagonise l'action des amines sympathomimétiques dans leur
vasodilation et non dans leur  vasoconstriction comme le font les blo-
queurs adrénergiques du typeq . De plus, le DCI est incapable d'anta-
goniser la vasodilation produite par l'histamine ou par 1'acétylcholine
confirmant ainsi sa spécificité pour les récepteufs adrénergiques et ap- -
puyant la notion des deux types de récepteurs adrénergiques. Depuis lors,
plusieurs autres bloqueurs ont &té produits, eux aussi confirment 1'exis-
tence de ces deux types de récepteur. Mélgré 1'importance de ce concept,
nous ne devons pas perdre de vue qu'il ne s'agit que d'ﬁne hypothése qui
sert 3 simplifier notre travail. Ce concept est en effet nécessaire pour
décrire le mode d'action des drogues, 1la réponse des tissus, les rela-
tions structure-activité, mais elle n'explique pas la véritablé nature de
1'interaction drogue~tissu. Elle sert 3 orienter notre recherche vers
d'autres domaines comme la synthése de bloqueurs de plus en plus spéci-
fiques. Cette méthode d'analyse est donc précieuse pour le scientifique
et lui permet de mieux percevoir le récepteur sans jamais 1'avoir "vu"

ou isolé. Cette facon de procéder est semblable & celle que l'on utilise

dans la classification des anticorps. Celle-ci est basée sur la réponse
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antigéne-anticorps et ne nécessife pas l'isolement de 1'anticorps.
Lorsque nous connaitrons mieux le récepteur, lorsqu'il
aura été isolé et que nous aurons déterminé la nature exacte de 1l'enzyme
ou du systéme enzymatique impliqué dans la réponse aux catécholamines,
alors nous n'aurons probablement plus besoin de parler de "?écepteur".
C'est pourquoi les définitions de ce terme sont toujours aussi générales.
A date, nous savons que le systéme nerveux sympathique produit son effet
en libérant une substance chimique, ADRENALINE, NORADRENALINE, i la ter-
minaison nerveuse. Cette substance réagit avec le récepteur située dans
ies tissus et le résultat de 1l'interaction de ces deux molécules est la
réponse biologique du tissu. Pour nous aider & &tablir une notion plus
précise de ces récepteurs, {1 nous semble que la meilleure fagon est d'a-

gir sur eux avec des antagonistes i.e. des bloqueurs.

Malgré la simplification utilisée dans la classification
(en récepteur de type a et B ), nous devons rec;nngitre que les récep-
teurs de type g sont les mémes partout. En effet, Furchgott (1959;1967)
a démontrd que tous les récepteurs adrénergiques de fype a sont de la
méme nature chimique parce qu'ils ont la méme consta;te de dissociation
et que 1l'action des catécholamines est toujours la méme. Pour ce qui
est des récepteurs du type B , Furchgoot (1967) et Farmer et Levy (1970), les
classifient en trois et méme quatre groupes parce que leur constante de
dissociation, 1'activité des cat@cholamines et celle des bloqueurs va-

rient selon les tissus et les animaux utilisés.
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Nous savons que la relation entre les catécholamines
et les récepteurs est extrémement complexe et qu'un enzyme y est im-
pliqué. Les hypoth&ses sur la nature de cét enzyme varient d'un au-~
teur & 1'autre. Pour les récepteurs du type o , Belleau (1967) a
émis 1'idée qu'il s'agit d'une ATPase 3 calcium mais n'exclue pas la
possibilité que 1'adényl cyclase préconisée par Robinson et Suther-

land (1971) soit partie de ce récepteur.

Tous sont d'accord sur le fait que les catécholamines
réagissent avec le récepteur pour agir ensuite sur 1'enzyme. Ce der-
nier déclenchera alors, une réaction qui différera selon le type de

cellules impliquées.

De récentes expériences faites par Novales (1971) sem-

blent confirmer que chez les mélanophores du Fundulus hétéroclitus,

1'adényl cyclase fait partie de ce mécanisme. En effet, 1'utilisation

de PHENTOLAMINE, un bloqueur adrénergique de type o , et de PROPRANOLOL,
un bloqueur adrénergique de typeB , a eﬁtrainé respgctivement une dimi-
nution et une augmentation de 1'AMP cyclique. En 1967, Novales et Davis
avaient obtenu une dispersion des mélanophores d'un a;phibien en injec-

tant de 1'AMP cyclique.

Pour ce qui est du récepteur B, la controverse sur 1'en-
zyme impliqué n'existe pas et il est généralement admis que 1'adényl cy~

clase fait partie de ce mécanisme. Pour Robinson et Sutherland (1971) par

-exemple, lorsque 1'adrénaline arrive sur la partie externe de la membrane,
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elle active un récepteur protidique qui stimule la formation de pros-
taglandines. Celles-ci agissent sur 1'adényl cyclase, un enzyme qui
transforme 1'ATP en AMP cyclique. Les effets physiologiques au niveau
cellulaire sont déclenché&s par 1'AMP cyclique, Rosen et Einstein (1970)
ont d‘aiileurs prouvé sur des &rythrocytes de grenouillesﬂ la stimulétion
de 1'adényl cyclase par les catécholamines et son blocage par certains

bloqueurs de type B .

L'étude de ces récepteurs se fait donc avec des produits
bloquant sélectivement les récepteurs de type @ et B et permettant d'ob-
server la réponse de 1'organisme ou du tissu aprds addition des catécho-
lamines. A cause du manque de spécificité des bloqueurs et de la variété
de leur mode d'action, il faut en utiliser plusieurs. L'écaille du Fun-

dulus hétéroclitus présente un milieu idéal et encore inexploité pour une

étude de ce type. Une &caille de poisson est une entité presque compléte
qui se préte trés bien au genre d'expériences entreprises dans le présent

travail.

Relativement indépendante sur le plaﬂ physiologique, 1'é-
caille posséde des propriétés de résistance et de viéalité inoufes; elle
peut €tre utilisée plusieurs heures dans une solution saline sans que sa
réponse a divers stimulis ne soit perturbée."La technique est une des
plus simples que 1'on connaisse & date pour ce genre d'étude. En effet,
le prélévement d'une partie de l'aorte ou du duodénum d'un animal repré-
sente une .technique extrémement complexe, longue et occasionne beaﬁcoup

de traumatisme en plus d'isoler un tissu dont les interdépendances avec
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le reste de 1'animal, sont beaucoup plus complexes que celles qui exis-
tent entre 1'écaille et le poisson. Il faut toutefois reconnaltre que
dans les deux cas, il y a rupture de la fibre nerveuse. Dans le cas
précis de 1'écaille, cette rupture laisse dans la fibre nerveuse une
quantité plus ou moins grande d'adrénaline selon la manipulation et il

faut en tenir compte lors de 1l'analyse des résultats.

Nous possédions déja beaucoup de bloqueurs de typegq -
Ces bloqueurs étaient les uns, irréversibles et les autzes, réversibles.
Parmi les réversibles, AZAPETINE et PHENTOLAMINE, forment un azote qua-
ternaire 3 faible potentiel &nergétique (& cause de la résonnance). Dans
le cas de ces bloqueurs, l'azote quaternaire établit avec le groupement
C00- du récepteurq un lien qui peut &tre renversé par 1l'addition d'une

dose compétitive de catécholamines.

Dans le groupe des irréversibles, la DIBENAMINE et la PHE-
NOXYBENZAMINE forment une alkylation irréversible avec le récepteur mais
i1 semble que le pH doit &tre au-dessus de 7. Ces bloqueurs ont l'avan-

tage d'avoir une action qui dure trés longtemps (Agarval et al 1956).

Plus récemment, une nouvelle classe de bloqueurs, celle des
N-carbethoxyhydroquinolines dont fait partie le EEDQ a &té découverte. Ce
bloqueur n'a toutefois aucun des &léments capable d'en faire théoriquement

un bloqueur de typeq . Un nouveau modéle d'action fut proposé par Belleau

et al.(1969) pour expliquer son action par la formation d'un lien peptidique
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qui paralyse le récepteur dans deux de ses sites actifs, le site anio-
nique et le site cationique. La confirmation de ce mode d'action fut
faite par 1'utilisation de EEDQ dans la synth&se des protéines (Bel-

leau et Malek 1968).

Parmi les bloqueurs adrénergiques du type B , une sélec-
tion plus rigoureuse fut nécessaire. Tous sont des bloqueurs compéti-
tifs et il n'en existe aucun qui soit irréversible (Fitzgerald 1969).
Leur mode d'action sur le récepteur B ressemble & celui de 1'ISOPRENA-
LINE. Etant donné le manque de données sur le type de récepteur

des mélanophores du Fundulus hétdroclitus, il &tait nécessaire de choisir

ceux qui exercent une activit@ sur tous les récepteurs de type g sans

sélectivité.

D'une fagon générale, tous les bloqueurs de type § ont

en commun:

~ La forme L.

- La substitution N alkyl. (cfr. pa. 20)

- Le.fait que 1l'augmentation de la distance entre le groupement aminé
et le noyau aromatique augmente 1l'activité du bloqueur.

- Le fait qu'il est préférable de ne rien substituer sur le noyau aro-
matique parce qu'alors apparaft une activité intrinséque sympathomimé-
tique qui rend difficile 1l'utilisation de ces-bloqueurs (D.C.I. par

exemple).
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tique qui rend difficile 1'utilisation de ces bloqueurs (p.C.I. par

exemple) .
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L'idée d'associer 3 la notion de récepteur
la possibilité d'expliquer le mécanisme du changement de

couleur du Fundulus hétéroclitus est venue du fait que

le Fundulus change trés rapidement de couleur pour s'a-
dapter 8 son environnement. Cette modification de la cou-
leur,qui lui permet surtout de se camoufler facilement,
est due 8 un pigment noir, la mélanine contenue dans une
inclusion cellulaire du mélanophore. Quand la mélanine
est située 34 proximité du centre, ceci constitue ce qu'il
est convenu d'appeler une agrégation ou une contraction

et laisse une couleur blanche sur toute la surface de l'a-
nimal.' Eloignée du centre, ou en état de dispersion, ceci

donne alors au poisson une couleur noire.

Novales et Novaleé (1966) ont &tudié& au microsco-

pe €lectronique les mouvements de la mélanine sur le Fundu-

lus hétéroclitus et ont constatd une multitude d'&tats

intermédiaires selon que la dispersion est plus ou moins

poussée,

Des expériences faites sur le Fundulus et
sur de nombreuses autres espeéces démontrent que le change-
ment de couleur de ces poissons peut &tre influencé par de
nombreux autres facteurs que la couleur du milieu ol il
évolue. Ainsi, Doudoroff (1945) avec le Fundulus et 1'A-
therinops, et Abbott (1969) avec le Fundulus ont démontré

1'influence de la température lors d'expériences 'in vitro
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mais les modifications ne se sont produites qu'a des
températures extrémes. Iwata et al. (1959 a et b) dé-

montrérent que Czrassius_auratus subissailt 1'influence

de cycles circadiens et répondait a4 la présence de cer-
tains ions. Pour Marsland et Meisner (1967), la pres-
sion exercée par le D&O et la température, contribuait

3 la dispersion des mélanophores du Fundulus hétéroclitus.

D'une fagon générale, le changement de cou-
leur d'un poisson peut €tre di au systéme endocrinien ou
au systéme nerveux. Chez certaines espéces, l'interac-
tion des deux mécanismes permet 1'adaptation du poisson a

son nilieu. Dans le cas du Fundulus hétéroclitus, cette

adaptation &tant presqu'instantanée, plu#ieurs cher;heurs
soupgonnent la prédominance du systéme nerveux sur le sys-
teme endocrinien dans ce processus physiologique comme le
décrit la revue sur le sujet par Fujii et Novales (1969b),

Healey et Ross (1966) avec le Phoxinus phoxinus L, Grove

(1969 a et b) avec le Phoxinus phoxinus L et Abbott (1968 )

avec le Fundulus hétéroclitus ont démontré 1'adaptation

presqu'immédiate de ces poissons sur fond blanc ou noir,

Holmberg (1968) n'a pas obtenu ces résultats avec le Myxine

glutinosa L.

Parker (1948) fut un des premiers & supposer
que les fibres adrénergiques soient responsables de l'agré-
gation et les fibres cholinergiques de la dispersion du

mélanophore chez le Fundulus hétéroclitus. Par la suite,
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Watanabe et al. (1962) ni&rent l'action des fibres choli-
nergiques comme facteur de dispersion., Scott (1965) sur

le Scopthalmus aquosus, Healey et Ross (1966) chez le

Phoxinus phoxinus L et Abbott (1968) chez le Fundulus

hétéroclitus niérent aussi l'effet dispersant des fibres

cholinergiques, l'acetylcholine et les bloqueurs choli-

nergiques n'ayant aucun effet.

Devant l'incohérence des résultats sur ce
mécanisme du changement de couleur des poissons, Jacobo-
witz et Laties (1968) tentérent de démontrer, chez le

téléostéen Tautogolabrus adspersus, le r8le du systéme

nerveux adrénergique par une technique deifluorescence
des catécholamines. Leur conclusion fut que le systéme
nerveux adrénergique tait responsable de l'agrégation
mais ils ne purent prouver l'existence de fibres disper-
santes. Ils énoncérent l'hypothése d'un systéme plus
complexe que le systéme adrénaline—acéfylcholine tel que
proposé par Parker (1948) et que plusieurs autres cher-

cheurs n'ont pu mettre en &vidence.

Fujii et Novales. (1969 a) ont tenté de met-
tre en évidence l'origine nerveuse de cette physiologie

des chromatophores sur le Fundulus hétéroclitus. Ils dé-

montrérent l'influence nerveuse par des secticons de fibres

nerveuses sur 1l'animal. Par la suite, des stimulations
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électriques ne donnant pas une réponse proportionnelle
d différentes intensités, ils soupgonndrent la présence
de plus de deux fibres nerveuses contrdlant 1'agrégation

et la dispersion.

Goldman et Hadley (1969,1970) ont, & 1'ai-
de d'un bloqueur de type a , la DIBENAMINE, et d'un blo-
queur de type B , le PROPRANOLOL, mis en &vidence chez

le lézard, Anolis carolinensis, des récepteurs B res-

ponsables de la dispersion de la mélanine et des récep-

teurs @ de son agrégation.

'

Grove (1969 a et b) reprit cette théorie

chez le Phoxinus phoxinus L au cours d'expérience "in
P

vivo". Il procéda a des sectionnements de fibres nerveu-
ses pour finalement prouver que les fibres adrénergiques
étaient responsables de l'agrégation dans cette espdce

et cela, griace aux récepteurs de type ¢ . Il fut inca-
pable de prouver le mécanisme de la dispersion. Abbott

(1968) avait utilisé& chez le Fundulus hétéroclitus, des

bloqueursde type & et un bloqueur de type B , le PROPRA-

NOLOL 1lors d'exrériences in vitro et in vivo. Malheureu-

sement, il n'ave.: ru confirmer cette dualité soupgonnée 3

~
T

l'intérieur du systome nerveux adrénergique.
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Cette €tude a pour but de démontrer la pré-
sence de récepteurs adrénergiques de type Ot et B dans les méla-
nophores du Fundulus hétéroclitug et si ce but premier est atteint,
d'évaluer leurs rBles respectifs dans le mécanisme du'changement de

couleur du poisson.

Les expériences des autres auteurs ne mentionnent
Jamais les pH et des &tudes de dosage sont rares. Nous avons donc
décidé d'étudier ces deux aspects, en particulier les problémes de so-
lubilisation, de pénétration et de transformation en produit actif.
Nous avons aussi tent& de vérifier s'il y avait une interaction entre

les bloqueurs adrénergiques de type et ceux de type .



2.0 MATERIEL ET METHODE
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2.1 MATERIEL

2.11 POISSONS

Quelques spé&cimens de Fundulus h&téroclitus, nous

sont parvenus, au début, du laboratoire de biologle ma-
rine de Solomons au Maryland mais 1a plupart provenait

de celui du Nouveau-Brunswick. Les pPoissons, miles et
femelles, de 2 3 7 centimétres &taient traités dés leur
arrivée selon une méthode déja décrite Par ‘Abbott et
Schwértz (1968). Les Fundulus &taient ensuite maintenus 3 15°C dans
un aquarium de 425 litres contenant de 1'eau de mer ins~-
tantanée provenant de Eastlake en Chio (Aquarium Systems
Inc.,). Le poids spécifique de 1'eau etalt de 1.025 et

son pH, de 7.25.

2.12 DROGUES (et leur utilisation)

Les drogues utilisées sont de trois (3) types: les

catécholamines, les bloqueurs adrénergiques de type a
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et de type B . Leur structure et leur Provenance sont
décrites dans le tableau No.1l, d'aprés Goodman et Guil-

man (1970) et Grollman et Grollman (1970).

Nous avons procadé 3 deux (2) types d'expériences:
1) In vitro

2) In vivo ',

Ces expériences avaient Pour but de vérifier 1'&tat d'a-
grégation ou de dispersion observé lors de 1'addition du

bloqueur et/ou des catécholamines.

1) Lors de l'expérience in vitro , nous

Procédions:

1. Au prélidvement de 1'€caille;

2. A la préparation de 1'8€caille dans une solution saline;

3. A la lecture de 1'état d'agrégation ou de dispersion
des mElanophores selon l'Jhdex des M lanophores Moyens;

4. A 1'addition du bloqueur et 3 la lecture des résultats;

5. A l1'addition des catécholamines et 3 lﬁﬂlecture des ré-~
sultats.

2) L'expérience in vivo est un peu différen-

te; 1l fallait procéder:

1. A l1'adaptation du Poisson & la température de 1la pigce
et @8 1'exiguité des béchers;

2. A 1la vérification du changement de couleur du poisson
dans un milieu blanc et dans un milieu noir;

3. A 1'injection des bloqueurs et des catécholamines pour
vérifier leurs effets sur 1'8tat d'agrégation ou de

diépersionudu poisson.
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2.2 METHODE

2.21 ETUDE 1IN VITRO

Vingt (20) poissons furent utilis&s par expérien-
ce. Une écaille par sujet fut prélevée éu moyen de for~
ceps dans la région située autour de la nageoire do¥sa1e
de 1'animal. Sur chaque écaille, les m@mes dix mélano-
phores, dans la méme région d'une &caille a l'autre,
€étaient observés au microscope Leitz, dans-une lame con-

cave, au grossissement 3.5 X 10,

Leur état était classé 3 la température de la pilece,
selon 1'Index des Mélanophores introduit par Hogben et Slome (1931),
pour les'amphibiens et appliqué aux téléostéens par Hea-
ley (1951). 11 a été &tabli de un a cinq (1 & 5), un (1)
étant l'agrégation maximum et cing (5), la dispersion
maximum., Les résultats @taient additionnés et divisés par

dix (10) pour donner 1' Index des Mélanophores Moyens (I.M.MJ)
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Dans cette série d'expériences, chaque &caille

€tait soumise au traitement suivant:

1. Stabilisation pour vingt (20) minutes dans la solu-
tion saline;

2. Addition du bloqueur;

3. Vingt (2) minutes d'attente et de lectures;

4, Addition des catécholamines;

5. Quinze (15) minutes d'attente et de lectures.

La période de stabilisation de vingt (D) minutes
se faisait .dans 0.066 ml (1 goutte) de solution saline

composée de:

1. Vingt (D) parties de NaCl 0.1N

2. Une (1) partie de CaCl2 0.1N

3. Une (1) partie de KCl 0.1N

Cette solution avait &té €tablie par Spaeth et Barbour
(1917). Les lectures étaient prises aux cing (5) minu-
tes pour vingt (20) minutes; les trois (3) derni8res lec-

tures donnant presque toujours un résultat identique.

Pour l1l'&tape suivante, 0.066 ml (1 goutte) de blo-
queur &tait ajout& & l'écaille et les lectures é&taient

prises aux cing (5) minutes pour vingt (20) ninutes.
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Le bloqueur était solubilisé dans la solution sali-

-

ne selon ses propriétés; celles-ci sont décrites dans le
tableau No.2. TIorsque c'était possible, une expérience

était faite avec la solution de bloqueur ajusté& au pH 7.2
(pH physiologiqu~ du plasma du poisson) (Bowman et David-

son, 1956). La solution était toujours utilisée rapide-

ment (jamais plus d'une heure) aprés sa préparation.

Le probléme général des bloqueurs,: des combinaisons
de concentrations et de pH, était pour nous d'un intérét
majeur. A chaque fols qu'il 1'a &té possible, nous avons
multiplié les exp&riences en variant les pH et les dosa-
ges. Nous &tions, dans certains cas, limités par la solubi-

1ité de la drogue.

Les doses de bloqueur que nous meqtionnerons corres-—
pondent & la dose totale administrée & chaque gcaille.
Lorsqu'un pH différent Gtait choisi ou ndcessaire pour per-
mettre la solubilisation du bloqueur, la solution était

ajustée avec 1l'acide acétique glacial ou le NaOH 0.1N,
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Chaque fois qu'une solution différente de la solu-
tion saline standara étailt néctessaire pour la solubilisa-
tion ou la stabilisation d'un bloqueur quelconque, cette
solution modifiée &tait utilisée avec vingt (20) @&cailles
qui servaient de tédmoins sans l'addition du bloqueur,

L'usage des catécholamines restait toujours le méme .

Pour finir, l'écaille &tait rincée avec la solution
saline et ensuite placée dans la lame avec une solution
d'adrénaline ou de noradrénaline. Les doses utilisées &~
taient constantes: cinquante (50) microgrammes de valeur
de bage. Les lectures &taient prises aux cing (5) minu-
tes pour quinze (15) minutes. L'adrénaliﬁe et la noradré-
naline étaient préalablement solubilisées dans la sélution
saline et acidifigdes au HCL 3 un pH de 3.5 pour en augmen-

ter la stabilité.

Toutes les matidres séches dtaient pesées sur une
balance Sartorius du type "2444" qui donnait une précision

de quatre (4) décimales".

Une dernisre série d'expériences fut faite avec
les bloqueurs adrdnergiques de type «cet B . La

DIBENAMINE et 1'OXPRENOLOL furent utilisés consécutivement,
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Dans ce cas, l'écaille une fois prélevée, était soumise

au traitement suivant:

1. Stabilisation pour vingt (20) minutes;

2. Addition de DIBENAMINE;

3. Vingt (20) minutes d'attente et de lectures aux
cing (5) minutes;

4, Addition d'OXPRENOLOL;

5. Vingt (20) minutes d'attente avec lectures aux cing
(5) minutes;

6. Addition de NORADRENALINE;

7. Quinze (15) minutes d'attente et de lectures aux

cing (5) minutes.
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2.22 ETUDE N VIVO

— o p——

La préparation des sujets qui devaient subir 1'ex-
périence in vivo, aux conditions expérimentales se fit en
deux temps. Un transfert de quelques jours (entre 2 et
4 jours), dans des aquariums de plastique de polyéthyle-
ne (Rosedale Plastic, Lindsay, Ont.,) de 110 litres con-
tenant l'eau de mer‘a la température de la piéce. Un
transfert, une demi-heure avant lfexpérience, des pois-
sons par groupe de quatre (4) dans des aqgariums de 7 1i-

tres.

Au moment de 1'expérience, chaque poisson gtait pla-
cé dans un bécher de 1000 ml contenant 600 ml d'eau salée.
Chaque bécher était alors complétement engainé d'un cylin-

dre de carton noir ou blanc.

"Le but de cette opération était de vérifier la capa-
cité du poisson de changer sa couleur du noir au blanc ou

vice-versa.



-30-
Aprés cette vérification, chaque poisson était soumis au
traitement suivanf:
1- Déterminatior. de 1'1lndex d'Ostwald initialj;
2- Injection du bloqueur;
3~ Trente (30) minutes d'attente et de lectures sur fond
noir et sur fond blanc;
4~ Injection des catécholamines;

5- Quinze (15) minutes d'attente et de lectures.

L'injection du bloqueur o et B &tait faite I.P.
Afin d'éviter toute perte, la dose était toujours dissoute

dans un volume ne dépassant pas 0.1 ml,

Les lectures étaient enregistrées selon 1'index
d'0stwald modifiée (Abbott et Schwartz 1968)'(variant de 0 3 8) 1légére-
ment modifié. Chaque papier utilisé dans cette méthode
dtait glissé sous le bécher pour déterminer celui qui s'ap-

prochait le plus de la couleur du poisson.

A chaque expérience, nous avons utilisé huit (8) pois-
sons., De ces huit (8) sujets, quatre (4) @taient ensuite
placés sur fond noir et les quatre (4) autres, sur fond
blanc. Nous injections ensuite, ces ﬁuit (8) poissons avec
le bloqueur. Pendant trente (30) minutes, les lectures é-
taient faites. En attendant le temps nécessaire pour la réa-
tion avec le récepteur, nous pouvions évaluer 1l'effet de la

drogue seule. Deux moyennes des quatre (4) Index d'Ostwald
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2.22 ETUDE "IN VIVO"

La préparation des sujets qui devaient subir 1'ex-
périence in vivo, aux conditions expérimentals se fit en
deux temps. Un transfert de quelques jours (entre 2 et
4 jours), dans des aquariums de plastique de polyéthylé-
ne (Rosedale Plastic, Lindsay, Ont.,) de 110 litres con-
tenant 1'eau de mer & la température de la piéce. Un
transfert, une demi-heure avant l'expérience, des pois-
sons par groupe de quatre (4) dans des aquariums de 7 1li-

tres .

Au moment de l'expérience, chaque poisson gtait pla-
cé dans un bécher de 1000 ml contenant 600 ml d'eau salée.
Chaque bécher était alors compl&tement engain& d'un cylin-

dre de carton noir ou blanc.

Le but de cette opération &tait de vérifier l1a capa-
cité du poisson de changer sa couleur du noir au blanc ou

vice-versa.
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Aprés cette vérification, chaque poisson était soumis au

traitement suivant:

l1- Détermination de 1'index d'Ostwald initial;

2- Injection du bloqueur;

3~ Trente (30) minutes d'attente et de lectures sur fond
noir et sur fond blanc;

4~ Injection des catécholamines;

5- Quinze (15) minutes d'attente et de lectures.

L'injection du bloqueur o et B é&tait faite I,P,
Afin d'éviter toute perte, la dose &tait toujours dissoute

dans un volume ne dépassant pas 0.1 ml.

Les lectures étalent enregistrées selon l'index
d'0Ostwald modifiée (Abbott 1968) (variant de 0 & 8) légére-
ment modifi&. Chaque papier utilisé dans cette méthode
€tait glissé sous le bécher pour déterminer celui qui s'ap-

prochait le plus de la couleur du poisson.

A chaque expérience, nous avons utilisé huit (8) pois-
sons. De ces huit (8) sujets, quatre (4) &tailent ensuite
placés sur fond noir et les quatre (4) autres, sur fond
blanc, Nous injections ensuite, ces huit (8) poissons avec
le bloqueur. Pendant trente (30) minutes, les lectures é&-
taient faites. En attendant le temps nécessaire pour la réa-
tion avec le récepteur, nous pouvions &valuer 1l'effet de la

drogue seule. Deux moyennes des quatre (4) index d'Ostwald
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g¢taient faites dans chaque cas.

Nous procédions ensuite 3 l'injection I.P. d'adré-
naline ou de noradrénaline,50ugm, (valeur de base)f La
capacité d'adaptation du poilsson sur fond noir et sur
fond blanc &tait vérifiée dans chaque cas. La vérifica-
tion des lectures sur papier d'Ostwald &tait faite par
comparaison sur deux (2) poissons témoins dont 1'un,
était constamment sur fond blanc et l'autre sur fond noir,
Ces deux (2) témoins ne recevaient que des injections
salines. En tout, l'expérience durait environ une (1)

heure.



3.0  RESULTATS
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3.0 RESULTATS DE L'ETUDE IN VITRO

Les buts des expériences faites au cours de

ces recherches étaient les suivants:

a)

b)

c)

Evaluer l'effet des variationé de plusieurs pH
(3.5, 5.0, 6.1 et 7.2), sur 1'état d'agrégation ou de

dispersion de l'écaille.

Vérifier 1'effet d'un blocage sur la réponse des mé-
lanophores aux catécholamines. L'effet de deux types
de bloqueurs était étudié: les bloqueurs de type ¢

et de type B . -

Contrdler 1'affinité de chacun des récepteurs de type @
et B pour 1'ADRENALINE et la NORADRENALINE. C'est pour-
quoi, nous avons fait, pour chaque bloqueur, deux séries
d'expériences utilisant dans un cas, 1'ADRENALINE eg

dans 1'autre cas, la NORADRENALINE.



-33-

3.0 RESULTATS DE L'ETUDE IN VITRO

Les buts des expériences faites au cours de

ces recherches étaient les suivantes:

a)

b)

c)

Evaluer 1l'effet des variations de plusieurs pH
(3.5, 5.0, 6.1 et 7.2), sur 1'état d'agrégation ou de

dispersion de 1'écaille.

vérifier 1l'effet d'un blocage sur la réponse des mé-
lanophores aux catécholamines. L'effet de deux types
de bloqueurs était gdtudié: 1les bloqueurs de type g

et de type B .

Contrdler 1'affinité de chacun des récepteurs de type @
et B pour 1'ADRENALINE et 1a NORADRENALINE. C'est pour-—
quoi, nous avons fait, pour chaque bloqueur, deux séries
d'expériences utilisant dans un cas, 1'ADRENALINE et

dans 1'autre cas, la NORADRENALINE.
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3.1 TRAITEMENT DES DONNEES

——— e —

Les données brutes sont consignées au déparFe—
ment de biologie de 1l'Université Sir George Williams.
Pour clarifier 1'explication, deux (2) tableaux ont
été insérés au texte (tableaux 3 et 4). Chaque chif-
fre du tableau correspond & la moyenne des lectures
obtenues sur chacun des 10 mélanophores observés sur

chacune des vingt (20) écailles.

Etant donné que chacune de nos expériences fut
faite en trois étapes successives, nous établimes a
partir de ces données brutes, trois moyennes des lec-

tures dans l'ordre suivant:
1) A la fin de la période de stabilisation;

2) Aprés l'addition des bloqueurs (ou de solutions

physiologique dans le cas des témoins);

3) Aprés 1'addition des catécholamines.
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L'analyse de variance fut dtablie pour chague expérien-

ce entre:

a) Les moyennes obtenues 3 la fin de la stabilisatica
et celles obtenues aprés addition des bloqueurs

(i.e. effet des bloqueurs per se ou El);

b) Les moyennes cbtenues aprés l'addition des bloqueurs
et celle de 1'addition des caté@cholamines (i.e. ef-
fet des bloqueurs sur la réponse aux catécholamines

ou dz).

Ce sont ces différences que nous retrouvons dans les

différents tableaux qui font partie de ce texte.

Considérons par exemple, le tableau No.3 : il re-
présente 1l'action de la DIBENAMINE 200 microgrammes &

un pH de 7.2 suivi de 1'ADRENALINE 50 microgrammes,
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Chacun des chiffres inscrits dans ée tableau représente la moyen-—

ne des 10 mélanophores. Le tableau donne ces résultats pour chacune
des 20 dcailles et cela durant les phases de stabilisation, d'addi-
tion du bloqueur et *'addition des catécholamines. Observons 1'é-
caille No. 2, & la fin de la période de stabilisation, sa valeur

est de . 2.0. A la fin de la période de 1'addition du bloqueur, elle
est de 3.0. Nous avons donc une différence de +1.0. Plutdt que de
travailler avec les moyennes, nous nous sommeslservis des totaux en

multipliant ces moyennes par le nombre de mélanophores pour donner
+10.0. Cette utilisation des totaux permet aussi de rendre plus évi-

dente, la moindre variation de 1'I.M.M.

Une différence semblable &tait établie 3 la fin de la période
d'addition du bloqueur (3.0) et celle de l'add?tion de 1'ADRENALINE
(3.6). Nous obtenons alors une valeur totale de +6.0. Cette va-
leur positive représente une dispersion des mélanophores de cette &-

caille.

Le tableau No. 6, (représente ces mémes valeurs mais pour les moyen-
nes des totaux établies avec les 20 dcailles et pour chacune des expéri-

ences faites par les bloqueurs de type o). Dans le cas de la DIBENAMINE,
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nous avons un résultat différent de celui des témoins,
1'addition des catécholamines produisant toujours une
agrégation (valeur négative sur 1'I.M.M.), & moins

qu'un bloqueur n'emp&che son action sur le récepteur.

Ainsi, dans le tableau No.4, ol des témoins ont
8té soumis & 1'action d'une solution physiologique 2
pH 3.5 suivi d'ADRENALINE 50 microgrammes, l'&caille
no.l a donné une différence dans les moyennes entre la
période de stabilisation (3.0) et celle de 1l'addition
de la solution physiologique (3.0) de 0.0. Cependant,
la différence entre la fin de la période d'addition de
la solution physiologique (3.0) et celle de 1l'addition
de 1'ADRENALINE (1.2) a &té de -1.8 (i.e. -18.0, total)

donc une trés forte agrégation.

‘On comprend donc que l'utilisation des bloqueurs
de type B8 est plus complexe que celle des bloqueurs
de type o et que leurs résultats pour @tre valables,
doivent &tre comparés 3 ceux des témoins au méme pH pour
vérifier si le bloqueur a eu un effet sur la réponse aux

catécholamines.

Nous avons choisi cette facon d'utiliser les ana-
iyses de variances afin de contourner le probléme causé
par le fait que certains bloqueurs modifiaient 1l'Etat

d'agrégation ou de dispersion de 1'écaille. En utilisant
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les différences seulement, nous pouvons aussi &limi-

ner les autres variations comme celles causées par

la lumiére, les cycles circadiens, etc.

Habituellement, & la fin de la période de sta-
bilisation, les valeurs de 1'I.M.M. varialent entre
2.5 et 3,0 ou 3.5 au maximum. Cette valeur de 1'I.M.M,
est trés importante et si elle varie trop d'un sujet i
l'autre (par exemple, de 1 & 4) nous devons &tre ﬁlus
prudent dans l'interpré&tation des résultats. Si notre
hypothése des deux récepteurs se confirme, les récep~-
teurs de type o seralent les médiateurs de la réponse
d'agrégation des mélanophores du poisson et ceux de
type B de leur dispersion, Cependant, si le bloqueur
a un effet, cet effet se répercute automatiquement sur
la réponse aux.catécholamines puisque la moyenne &tablie
est calculée entre la fin de la période ou le bloqueur
est ajouté et celle ol les cat&cholamines le sont. Si
notre I.M.M. a8 la fin de la période de stabilisation
n'est pas entre 2.5 et 3.0 ou 3.5, il y a risque dans
certains cas de minimiser ou d'exagérer l'ampleur de

certains résultats.

Ainsi, si les mélanophores sont trés contractés
et que nous attendons une dispersion, celle-ci sera plus
facile & voir que si 1'I.M.M, est déji trés dispersé

avant l'addition des catécholamines,
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Supposons par exemple que nous attendions une
dispersion des mélanophores aprés l'addition d'ADRE-
NALINE parce que nous avions utilisé un bloqueur de
type o« . Si l'écaille se stabilise & 3.5 et que 1l'ad-
dition du bloqueur change 1'I.M.M. & la fin de 8a pé-
riode & 3.9, alors l'addition des catécholamines ne
pourra produire qu'une dispersion 3 peine perceptible
dont la signification reste difficile & établir &
cause de la faible étendue de 1'I.M.M. en question.
Par contre, si 1'écaille se stabilise & 1.5 et qu'd la
fin de la période d'addition du bloqueur, elle attei-
gne 1.8, alors la dispersion produite par 1'ADRENALINE
paraltra exagérée & cause de la grande marge qu'il res-
te & parcourir pour atteindre l'extrémité de 1'I.M.M.
qui est théoriquement de 5. Les m@mes explications

sont appliquables 3 l'étude de l'action des bloqueurs

de type B .

Pour éviter toute opération qui aurait pu guider
dans un sens quelconque les résultats que nous obtenions,
pous avons prélevé,au hasard, les écailles a &tudier sans
tenir compte de leur état préalable d'agrégation ou de

dispersion.

En effet, 1l'utilisation d'un groupe d'@cailles

dont tous les mélanophores &taient dispersés nous aurait
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donn&, avec un bloqueur o suivi d'ADRENALINE, une
dispersion imperceptible. Une pareille dispersion
nous aurait fait conclure fautivement ou hitivement
que ce bloqueur &tait sans action. Par contre, ce
méme groupe d'é&cailles avec un bloqueur de type B
suivi d'ADRENALINE nous aurait donné& une agrégation
trop significative. L'inverse nous aurait donné des

résultats tout aussi décevants.

Cette fagon de procéder s'avéra heureuse car
nous avons obtenu dans presque tous les cas, une va-
leur de 1'I.M.M. qui est entre 2.5 et 3 trés rarement

3. 5.

3.2 LES pH

Nous avons fait plusieurs expériences avec les
pH de 3.5, 5.0, 6.1 et 7.2 pour voir si le pH seul pou-
vait 8tre responsable de l'agrégation ou de la disper-
sion des mélanophores. Ces expériences serviront de
témoins pour chacun des bloqueurs utilisés 3 1'un de

ces pH.

Nous avons constaté que l'addition de la solu~
tion physiologique & 1l'un ou l'autre de ces pH, ne cau-
salt pas de variation dans les lectures de 1'I.M.M. La

réponse des mélanophores aux catécholamines n'était pas
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modifiée, 1'agrégation étant comparable dans tous

les cas (voir les moyennes du tableau No.5). Le pH
seul, n'est donc pas important dans le mé&canisme de
changement de couleur du poisson. Il nous fallait sar
voir si le méme bloqueur utilisé a différents pH, pou-
vait donner des résultats différents. C'est ce que
nous avons fait avec la DIBENAMINE. Le graﬁhique No.1l
montre que la réponse aux catécholamines est dé#endan—
te du pH. Nous pensons donc que le pH est extrémement
important, soit dans la transformation de 1la drogue en

produit actif, soit dans pénétration vers le récepteur,
3.3 ETUDE DES RESULTATS DES BLOQUEURS DE TYPE a

Parmi les blogqueurs de type a, nous avons choisi
quelques drogues appartenant au groupe des bloqueurs ir~
réversibles et réversibles. Comme nous ne savions pas
si les récepteurs adrénergiques des mé&lanophores du Fun-

dulus hétéroclitus réagissaient comme ceux des mammif@&-

res, nous avons voulu choisir,parmi plusieurs grounes
pharmacologiques de bloqueurs, quelques drogues suscep-
tibles de réagir dans cette &tude pour augmenter nos

chances de réussite.

Le tableau No.6, sur les bloqueurs de type o
démontre l'action individuelle des différentes drogues,
celui du tableau No.7, résume notre interprétation sta-

tistique.
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TABLEAU No.6:
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TYPE

EFFETS DES BLOQUEURS DE

SUR LA REPONSE AUX
CATECHOLAMINES DES ECAILLES
DU FUNDULUS HETEROCLITUS "IN VITRO

Variation de Variation de 1'I.M.M.
DROGUES 1'I.M.M. aprés entre les bloqueurs et
et quantité& en addition du les catécholamines.
microgramme bloqueur_ -
dy ds
ADRENALINE | NORADRENALIN
PHENTOLAMINE | 1) + 9.70 -14.20
(pH 5) 2 +10.15 -12,10
EEDQ 1 - 0.03 0
100(pH 7.2) 2 X X
1 +14.60 $ 4.85
25 (pH 7.2) 2 T 5.85 T 4.80
AZAPETINE 1 + 0.95 -11.10
5 (pH 3) 2 - 0.70 - 7.10
PHENOXYBENZA-~
MINE 1 4.90 + 1.35
100(pH 7.2) |2 + 6.20 = 0.70
DIBENAMINE 1 + 8.80 + 3.90
200(pH 7.2) 2 T 6.35 T 3.10
200(pH 6.1) 1 +.2.15 - 0.25
2 X X
200(pH 5.0) 1 + 5.90 - 1.90
2 X X
100(pd 7.2) 1 + 7.30 - 8.05
2 X X
CILORPROTHIXE-| 1 } 0.55 § 0.55
NE 100 (pH3.5)|2 + 0.40 - 0.15

X : expérience non faite
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TABLEAU No.7 : REACTION DES MELANOPHORES A
L'ACTION DES BLOQUEURS DE
TYPE o COMPAREE A CELLE DES
TEMOINS. INTERPRETATION STA~
TISTIQUE DES RESULTATS 1IN

VITRO
DROGUES et Bloqueur| Aprés addition Différence
quantité en micro-| seul entre A et N
gramme A NA
PHENTOLAMINE |11} 8 (D) NS NS
(pH 5) 2 (s (D) | NS
EEDQ 1] NS S (B) ‘
100(pH 7.2) 2| X X
L
25(pH 7.2) 1S (p) S (D) AxNA'
2158 (D) 3 (D)
AZAPETINE. 1| NS NS A>NA
5(pH 5) 2 | NS s (D)
PHENOXYBENZA-|1 | S (D) S (B) NS
MINE 100(pH D{2 | s (D) . S (B)
DIBENAMINE 118 (D) S (b) NS
200(pH 7.2) 2 (8 (D) S (D)
200 (pH 6.1) |1 ] NS S (B) X
2 X X
200 (pH 5.0) [1]s (D) S (B) X ]
2 | X X
100 (pH 7.2) [1]s (p) S (D) X
2 | X X
CHLORPROTHI~- {1 | NS S (B) NS
XENE 100 2 | NS S (B)
(pH 3.5)
A ; égrégation S Significatif d P<0.05
D : dispersion NS : différence non significative

B : Bloquage sans A ni D. yx , expérience non faite
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3.31 LES BLOQUEURS REVERSIBLES

Ces bloqueurs peuvent &tre renversés par une
dose compétitive de catécholamines parce qu'ils ne
forment pas avec le récepteur de liens stables et

irréversibles.

PHENTOLAMINE (un microgramme & pH 5.0) a pro~
duit une dispersion trés forte et comparable lors
des deux expériences ( El : 49,70 et 410.15). Nous
avons attribué cette dispersion & un bloquage o et
conséquemment au lien des catécholamines endogénes
avec le récepteur de type B . En effet, si le ré-
cepteur de type a est bloqué par la PHENTOLAMINE,
les catécholamines endogines ne peuQent se combiner
qu'avec le récepteur de type B et produire ainsi la
dispersion observée. L'addition des catécholamines
a produit une agrégation, la 52 é¢tant respective-
ment de -14.2 pour 1'ADRENALINE et de -12.1 pour la
NORADRENALINE, nous avons donc un résultat compara-
ble 3 la réaction des témoins aux mémes pH. De plus,
il n'y a pas de différence significative entre 1'ac-
tion de 1'ADRENALINE et celle de la NORADRENALINE,
Le bloqueur semble avoir &té renversé par la dose
trop forte des catécholamines exogénes (50 microgram-

mes de valeur de base).



Une dose de 5 microgrammes d;AZAPETINE utilisée seule
3 pH 5.0 n'a produite aucune variation dans les lectures
(—dl T 4 0.9S.et - 0.70). Seule 1'addition de la NORA-
DRENALINE a donné une réponse statistiquement significati-
ve, coelle de 1'ADRENALINE produisant vae agrégation compa-
rable aux témoins. Nous pensons donc, en considérant la
forte dose utilisée et la faible variation de 1'index, que
1'ADRENALINE a &té plus puissante que la NORADRENALINE d'ot
1'agrégation maximale constatée avec 1'ADRENALINE ce qui 1l'a

rendue comparable aux témoins.

CHLORPROTHIXENE 100 microgrammes, un tranquilisant 3
propriété de bloqueur & n'a produit aucun effet lorsqu'uti-
1isé seul. Son utilisation n'a pas produit plus de varia-
tions sur 1'I.M.M. que l'addition de la solutionkphysiologi—
que au méme pH chez les témoins. Ce blocage pourrait &tre
celui des deux types de récepteurs puisque nous n'avons ob-
tenu ni agrégation ni dispersion. Il se peut aussi qu'il
‘s'agisse d'une perturbation de la membrane, perturbant ainsi
le transport & travers la membrane. Peut 8tre le pH trés
acide de 3.5 est-il responsable de ce blocage? A cause de
1a faible solubilité du produit, il a &té impossible de‘vé-

rifier cette hypothese.
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Une dose de 5 microgrammes d'AZAPETINE utilisée
seule 3 pH 5.0 n'a produite aucune variation dans:
les lectures ( dy ¢ 4+ 0,95 et ~0.70). Seule l'addi-
tion de la NORADRENALINE a donné une réponse statis-
tiquement significative, celle de 1'ADRENALINE produi-
gsant une agrégation comparable aux témoins. Nous pen-—
sons donc, en considérant la forte dose utilisée et
1a faible variation de i'index, que 1'ADRENALINE a été
plus puissante que 1a NORADRENALINE d'oi 1'agrégation
maximale constatée avec 1'ADRENALINE ce qui 1'a rendue
comparable aux témoins. L'index mne variant gue de un
3 cinq, il est difficile d'obtenir une agrégation plus

forte que celle obtenue chez les témoins.

CHLORPROTHIXENE 100 miecrogrammes, un tranquili-
sant 3 propriété de bloqueur n'a produit aucun ef-
fet lorsqu'utilisé seul, Son utilisation n'a pas pro-
duit plus de variations sur 1'1.M.M, que l'addition
de la solution physiologique au méme pH chez les té=
moins. Ce Dblocage pourrait @étre celul des deux types
de récepteurs puisque nous a'avons obtenu ni agrégation
ni dispersion. Il se peut aussi qu'il s'agisse d'une
perturbation de la membrane, perturbant ainsi le trans-
port & travers 1a membrane. Peut €étre le pH tres acide
de 3.5 est-il responsable de ce blocage .?. A cause de
1a faible solubilité du produit, il a 6té impossible de

vérifier cette hypothése.
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3,32 LES BLOOUEURS IRREVERSIBLES

EEDQ, & un pH de 7.2 et avec 100 microgrammes,
a été sans effet lorsqu'utilisé seul. Il a produit
un blocage complet lors de l'addition de 1'ADRENA-
LINE emp&chant ainsi 1' agrégation des mélanophores,
Avec 25 microgrammes, et aux mémes pH, EEDQ a pro-
duit une trds belle dispersion. Toutefols, la dif-
férence entre la dispersion produite lors des deux
expériences est trés grande ( di : +14.60 et+5.85).
En regardant les données brutes, on s'apergoit que
la vériation de 1'I.M.M. pour l'expérience qui sera
suivie de NORADRENALINE reste dans les m@mes normes
que celles des autres expériences (i.e. 2,5 et 3.0
ou 3.5 au maximum) tandis que celles suivies d'ADRE-
NALINE sont situdes entre 1.5 et 2.0 & la fin de 1la
stabilisation. Ces phénoménes sont attribuables aux
variations quotidiennes rencontrées lors de cette &-
tude. Enfin, avec une telle différence & la fin de
la stabilisation entre les deux groupes, le EEDQ de
1'expérience No.1 (I.M.M. de 1,5-2.0) pouvait donc
théoriquement disperser plus que celui de l'expé&rien-
ce No.2 (I.M.M, 2,5, 3.0 ou 3,5), Lors de l'addition
des catécholamines, les résultats sont les m8mes dans
les cas d'ADRENALINE et de NORADRENALINE i,e, +4.85
et +4.80. Nous avons donc une dispersion statistiquer

ment significative si on la compare aux témoins soumnils
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aux mémes pH. De plus, 1'ADRENALINE est plus active
que la NORADRENALINE dans ce cas, é¢tant donné la pos-
gibilitd plus grande d'agrégation du groupe No.l

( El : +14.60) par rapport au groupe No.2 (d1: +5.85)
et parce que l'addition de 1'ADRENALINE et de la NORA-

DRENALINE ont conduit & peu prés aux m&mes résultats.

La DIBENAMINE a produit une dispersion signifi-
cative 3 tous les pH utilisés sauf & pH 6.1 ot 11 est
3 la limite de la signification et cela aux doses de
100 et 200 microgrammes. L'addition des catécholami~
nes a été d'un grand intérét puisque statistiquement,
le seul 3 produire une dispersion a été le 100 micror-
grammes ( 52 :~8.05) et le 200 microgrammes ( 32 :
43.90 et +3.10) & pH 7.2; 1la diépersion gtant plus
forte avec 200 microgrammes qu'avec 100 microgrammes .
A tous les autres pH utilisés, la réponse aux caté&cho-
lamines a été proportionnelle aux pH utilisés (voir

graphique No.1l).

La PHENOXYBENZAMINE a produit une dispersion dans
les deux séries d'expériences. L.'addition des catécho-
lamines a démontré un blocage complet qui s'est mani-
festé par le maintien de 1'état des mélanophores commé

le démontre 1l'absence de différence dans les lectures.
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3.4 ETUDES DES RESULTATS DES BLOQUEIRS DE TYPE R

Considérons maintenant les résultats obtenus
lors de 1'étude des bloqueurs de type B (tableaux

No,8 et No.9).

Le PROPRANOLOL 200 microgrammes 3 pH 7.2, u-
tilisé seul n'a donné aucun résultat significatif,
son activité &tant comparable 3 celle des témoins,
Cependant, 1'addition de NORADRENALINE, aprés le
bloquage, témoigne d'une action possible sur les ré-
cepteurs. Avec 10 microgrammes, d un pH de__7'.2 une seu-~
le 'éxpérience donne une dispersion (31 ¢ =7.65) si on 1la
compare aux témoins décelant ainsi 1a possibilité d'un blocage de
qﬁelques récenteurs Aet du lien des catécholamines'éndogéneé avec le
récepteur o ., L'addition des catécholamines n'a été
significative qu'avec le groupe traité & 1'ADRENALI-
NE ce qui est compréhensible Puisque le groupe soumis
& 1l'action de 1a NORADRENALINE Présentait une agréga-
tion déj3 trés avancée, Considé&rant 1'état des méla-
nophores aprés 1la stabilisation et les variations
entre les I.M.M. des données brutes, nous n'avons i
pas trouvé de différence entre l’act;on d; 1'ADRENALINE

et celle de 13 NORADRENALINE.



TABLEAU No.8:
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EFFETS DES BLOQUEURS DE TYPE

B SUR LA REPONSE AUX CATECHO-
LAMINES DES ECAILLES DU FUN-

DULUS HETEROCLITUS

IN VITRO

Variation de

Variation de 1'I.M.M.

DROGUE? et 1'I.M.M. aprés entre les bloqueurs
quantité en addition du et les catécholamines
microgramme bloqueur —
3 d
d, 2
ADRENALINE| NORADRENALINE
PROPRANOLOL 1 ~-0.85 ~-6.50
10 (pH 7.2) [2 -7.65 -13.20
200 (pH 7.2) |1 X X
2 - 0.10
0.00
DC1 1 X X
250 (pH 6.1) |2 -3.80 - 0.20
[250 (pH 7.2) |1 -0.75 -1.50
2 +0.25 + 2.40
OXPRENOLOL 1 +3.20 -14.30
30 (pH 7.2) |2 +2.20 -13.90
300 (pH 7.2) |1 +2.90 -6.15
2 +8.05 -15.10
PRINODOLOL 1 +0.25 -1.01
200 (pH 3.5) |2 +1.20 - 1.60
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TABLEAU No.9: REACTION DES MELANOPHORES A
L'ACTION DES BLOQUEURS DU
TYPE B COMPAREE A CELLE DES
TEMOINS. INTERPRETATION STA-
TISTIQUE DES RESULTATS IN

VITRO .
DROGUES Bloqueur seul | Aprés addition [Diffé&rence
A NA entre A et NA

PROPRANOLOL |1 NS s(a)
10 (pH 7.2) {2 S (A) NS NS
200 (pH 7.2) |1 X ‘ X ]

2 NS S(B) X
DC1 1 X X
250 (pH 6.1) |2 S (A) S(B) X
250 (pH 7.2) |1 NS S(B)

2 NS S(B) NS
OXPRENOLOL 1 NS NS
30 (pH 7.2) |2 NS NS NS
300 (pH 7.2) |1 NS S(b)

2 s(D) NS NA>A
PRINODOLOL |1 NS S(B)
200 (pH 3.5) |2 NS S(B) NS
A: agrégation S: significatif & P< 0.05
D: dispersion NS: différence non significative

B: bloquage sans A ni D. X: expérience non faite
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Le DCI utilisé & 250 microgrammes et & un pH
de 6.1 et de 7.2 n'a donné de résultats positifs
qu'avec le pH de 6.1 ol il a préduit une disper-
sion. Dans tous les cas, l'addition des catéchola-
mines a _démontré un blocage complet. Nous n'avons
donc obtenu ni agrégation, ni dispersion. Au pH
de 7.2, il n'y eut aucune différence entre l'action

de 1'ADRENALINE et de la NORADRENALINE,

A un pH de 7.2, avec 30 microgrammes d'OXPRE~-
NOLOL ainsi qu'aprés addition des catécholamines,
il n'y eut aucun effet puisque les résultats obtenus
sont comparables 4 ceux des témoins, Il faut noter .
(tableau No.8) qu'utilisé seul, OXPRENOLOL, est alla
limite statistiquement accepté pour produire une dise
persion. 300 microgrammes d'OXPRENOLOL & un pH de 7,2
ont produit une dispersion significative.dans un seul
cas., L'addition des cat@cholamines n'a &t& significa-
tive qu'avec 1'ADRENALINE ol nous avons obtenu une 1lé&-
gére dispersion. Considérant les I.M.M, des données
brutes, il nous semble qu'encore une fois, les varia-
tions entre les écarts de lectures et 1'&tat d'agré-
gation initial sont responsables de ces résultats.
Biologiquement, nous considérons que la NORADRENALINE
est plus puissante que 1'ADRENALINE sur ce récepteur

étant donné l'avance qu'avait une série d'expériences:
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Le DCI utilisé & 250 microgrammes et & un pH
de 6.1 et de 7.2 n'a donné de résultats positifs
qu'avec le pH de 6.1 ofi 11 a produit une disper-
sion. Dans tous les cas, l'addition des catéchola-
mines a produit un blocage complet, ANous n'ayons
donc obtenu ni agrégation, ni dispersion. Au pH
de 7.2, il n'y eut aucune différence entre l'action

de 1'ADRENALINE et de la NORADRENALINE,

A un pH de 7.2, avec 30 microgrammes d'OXPRE-
NOLOL ainsi qu'apreés addition des catécholamines,
il n'y eut aucun effet puisque les résultats obtenus
sont comparables & ceux des témoins, Il faut noter
(tableau No.7) qu'utilisé seul, OXPRENOLOL, est 3 la
limite statistiquement accepté pour produlre une disn
rersion. 300 microgrammes d'OXPRENOLOL 3 un pH de 7,2
ont produit une dispersion significative dans un seul
cas. L'addition des catécholamines n'a &té significa-
tive qu'avec 1'ADRENALINE ol nous avons obtenu une 1lé-
gére dispersion. Considérant les I.M.M, des données
brutes, il nous semble qu'encore une fois, les varia-
tions entre les écarts de lectures et 1'état d'agré-
gation initial sont responsables de ces résultats,
Biologiquement, nous considérons que la NORADRENALINE

est plus puissante que 1'ADRENALINE sur ce récepteur

étant donné l'avance qu'avait une série d'expériences:
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1) dy : -2.90 : dy i ~6.15 (&)

2) d; : - 8,05: dy : ~15.1 (NA)

Le PRINODOLOL 200 microgrammes au pH 3.5, a
8té sans effet utilisé seul puisque comparable aux
témoins mais l'addition des catécholamines n'a pro-
duit ni agrégation, ni dispersion prouvant ainsi le

blocage complet des récepteurs par le PRINODOLOL.
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TABLEAU No.10: ANALYSE DE VARIANCE DES

TEMOINS
moyenne
somme des carrés d.1l, des carrés
totaux: 4193.60 159
aprés traitement: 338.50 7 48.36
résiduel: 3855.10 152 25,36

IIFII : 1 91
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TABLEAU No.1l: ANALYSE DE VARIANCE DES
BLOQUEURS DE TYPE a

moyenne
somme des carrés d.1. des carrés
totaux: 17,971.89 319
aprés traitements: 11,313.19 15 754.21
résiduel: 6658.7 304 21.90

"F" 1 34.43




-59-

TABLEAU No.12: ANALYSE DE VARIANCE DES
BLOQUEURS DE TYPE B

somme des carrés d.1l. moyenne
. ‘ des carrés

totaux: 15,083,0 239
aprés traitementg:9382.44 11 852.95
résliduel: 5699.85 228 25.00

"B o 34,12
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TABLEAU No.1l3: ANALYSE DE VARIA.NCE TOTALE
* (témoins, a,B )

moyenne
sommé des carrés d.1l. des carrés
totaux: 49,162.83 719

traitements: 32,949.20 35 941.40
résiduel: 16,213.65 684 23.70

erreur type: 1.54
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TABLEAU No.l4: ANALYSE DE VARIANCE
COMPARATIVE DES TEMOINS

moyenne

somme des carrés d. 1. des carrés

des traitements: 338.5 7

entre les catécholamines 1 15.625
15.625

entre les pH 3 149.85 3 49,95

entre les pH et les A :

catécholamines: 173.025 3 57.625

résiduel: 3855.1 152 25.362

totaux: 4193.6 159 -
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3.5 ETUDE DES RESULTATS DES BLOQUEURS DE TYPE a ET

B SUIVI DE NORADRENALINE

L'addition de la DIBENAMINE a été sans effet si-
gnificatif (voir tableau No.l5) mais peut &tre consi-
déré comme &tant & la limige de la dispersion., L'OX-
PRENOLOL n'a pas modifié les lectures de 1'I.M.M. sur

le Fundulus hétéroclitus mais 1'addition de NORADRENA~-

LINE a été sans effet i.e. sans dispersion ni agréga-

tion.
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TABLEAU No.1l5: EFFETS DES BLOQUEURS DE
TYPE o ET B SUR LA REPONSE
AUX CATECHOLAMINES DES
ECAILLES DU FUNDULUS HETE-
ROCLITUS 1IN VITRO (INTER~-
PRETATION STATISTIQUE)

Variation de 1'I.M.M. Interprétation statistique

aprés addition de
DIBENAMINE 200 * !

& pH 7.2 ¢+ 43.50 N.S. . .

Aprés addition de
1'OXPRENOLOL 200 %

& pH 7.2 : $0.45 s (B) -

Aprés addition de

NORADRENALINE: -0.70 S (B)

microgramme

e

N.S.: (non significatif) P < 0.05
S : significatif

B : Bloquage (sans A ni D)
etc.
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4.0 RESULTATS DE L'ETUDE "IN VIVO"

Nous n'avons pas pu &tablir de statistiques pour
cette série d'expériences, 3 cause d'un probl&me
fondamental dans la méthode; 1'index manquait d'é&ten-
du et le nombre de boissons était trop petit. Les
trois tableaux représentent la moyenne des lectures

pour chaque sé&rie de poissons 3 la phase mentionnée.

4.1 ° ANALYSE DES RESULTATS DES TEMOINS — .-

Le tableau No.l7 nous a démontré que le fait de
placer le poisson en milieu noi; ou en miliéu blanc
en premier, n'influengait pas sa réaction aux caté-
cholamines. De plqs, 1'"ADRENALINE et la NORADRENALINE
ont produit les m@mes effets (tableau No.l6) c'est
pourquoi nous avons fait nos expériences, par 1la suite,

avec 1'ADRENALINE seulement.

4.2 ANALYSE DES RESULTATS DES BLOQUEURS DE TYPE a

Les tableaux No.1l7 (a et b) donnent les moyennes
des résultats de tous les bloqueurs de type o utilisés.
Le tableau (a) représente la gérie d'expériences commen-
cées en milieu noir et le tableau (b) celles commencées

en milieu blanc.
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TABLEAU No.16: MOYENNE DES RESUiTATS
*(SELON LYINDEX D'OSTWALD)
OBTENUS APRES LE TRAITE-
MENT DU FUNDULUS HETERO-
CLITUS lﬁ VIVO , PAR LA
SOLUTION SALINE SUIVIE
D'ADRENALINE OU DE NORA~-
DRENALINE (ADAPTATION
INITIALE EN MILIEU NOIR)
Y Y
Adaptation | Noir 6.50 idem Noir 6.00
Blanc 2.50 Blanc 2.50
Noir 6.75 Noir 6.50
Blanc 3.00 Blanc 2.50
Injection Blanc 3.25 idem Blanc 2.75
de la
solution Noir 7.00 Noir 6.50
saline
Injection Noir 5.50! dinjection Noir 6,25
d'ADRENA- de
LINE Blanc 2.25| NORADRE- Blanc 2.75
NALINE
Noir 2.25 Noir 2.75
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Dans ces deux tableaux, nous peuvons constater
que si on les compare aux témoins, nous avons mis en
évidence un blocage o et une dispersion caractéris-
tique du lien des catécholamines avec le récepteur
de type B . Les bloqueurs qui ont donné les résul-
tats les plus concluants sont dans 1l'ordre, EEDQ,

PHENTOLAMINE et PHENOXYBENZAMINE.

L'expérience faite avec la DIBENAMINE suivie
d'ADRENALINE et de NORADRENALINE, a confirmé les ré-
sultats obtenus avec les témoins; il n'y a pas de dif-

férence entre 1'ADRENALINE et 1a NORADRENALINE.

4.3 'ANALYSE DES RESULTATS DES BLOQUEURS DE TYPES

Ce sont les bloqueurs de type 8 qui nous ont donné
le plus de difficultés. Si on les compare aux témoins,
ils saont sans effet. Ceci est compréhensible, comme
nous 1'avons déj3 expliqué, 1l'index me présentait pas
assez de variations pour mettre en évidence une agréga-
tion plus prononcée surtout avec cette quantité d'ADRE-

NALINE.

Si on compare globalement les résultats des blo-
queurs de type g (Tableau No. 18 a et b) avec ceux de
type o (Tableau No.17 a et b), alors un résultat nous

semble évident; il y a eu effet des bloqueurs B. Ceux-
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ci- produisant une agrégation. OXPRENOLOL en parti-
culier démontre une difficulté d'adaptation au noir
qui est assez prononcé (Y:4.25) aprés addition d'A-
DRENALINE, Cette difficulté d'adaptation confirme

un blocage B par 1'OXPRENOLOL.



-72-

5.0 DISCUSSION

5.1 ETUDE "IN VITRO"

5.11 ANALYSE DE LA TECHNIQUE

Le prélévement de 1'écaille pouvait s'avérer plus difficile
certains jours mais en général, nous &tions suffisamment habitués pour le
faire sans que 1l'animal ne soit trop effrayé ce qui aurait stimulé la
sécrétion d'adrénaline et provoqué une agrégation. Comme les facteurs
modifiant 1'dtat des mélanophores varient quotidiennement, certains jours
les poissons &taient plus foncés ou plus piles qu'd d'autres moments.
Pour diminuer au minimum 1l'effet de ces variations sur les résultats, nous
avons travaillé avec les différences entre les variations obtenues sans
tenir compte de 1'état initial d'agrégation ou de dispersion des mélano-
phores de chaque &caille. Mais comme nous 1'avons déja expliqué dans
les résultats, ces états initiaux différents peuvent &tre cruciaux &

certains moments dans 1'interprétation des résultats.

Comme tout animal, le Fundulus développe trés vite un réflexe con-

ditionné. I1 fallut donc tenir compte de son traumatisme et lui accorder
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un peu plus de repos lorsque la présence du manipulateur déclenchait
chez-1lui, un état de panique i.e. une fuite 3 1l'arriére des tuyaux d'a-
dration ou une perte de 1l'appétit. Cette période de repos redonnait
confiance au poisson et lui permettait de revenir & un &tat plus normal.

-~

Notre technique consistait & placer 1l'écaille fralchement préle-
vée dans une lame concave contenant la solution saline et d& &valuer son
état d'agrégation ou de dispersion selon 1'IMM. Cet index a 1'avantage
d'étre extrémement simple et de laisser trds peu de place a la subjecti-
vité des expérimentateurs. Cependant, il a le d&savantage d'étre trop
peu étendu et il est difficile de travailler avec la bonne concentration
d'ADRENALINE. En effet, si 1'on diminue la quantité d'ADRENALINE, une
augmentation de 1'agrégation sera visible, si 1'on bloque les récepteurs
de type B . Mais 1'addition d'ADRENALINE aprés 1'utilisation d'un blo-
queur de type a efficace produira une dispersion presqu'invisible. A
moins donc d'@largir l'index, il est difficile de travailler avec des

variations possibles de un 3 cing (selon l'&tat d'agrégation ou de dis-

persion).

Si on laisse 1l'index tel qu'il est, il est impossible de vérifier
1'agrégation et la dispersion en utilisant la méme quantit@ d'ADRENALINE
dans les deux cas. Or, varier la quantité d'ADRENALINE dans deux expé-
riences 3 comparer, ne nous permettait pas d'arriver 3 une conclusion va-
lable. Avec cette quantité constante d'ADRENALINE et 1'&troitesse de
1'I.M.M., 1l nous a été difficile, comme nous le verrons plus tard, de

démontrer la présence de récepteurs de typeq . Cette difficulté est
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minimisée par le fait que la présence de ces réceptéurs a déja été
abondamment prouvée par d'autres chercheurs.. Malgré ce désavantage,
cette méthode reste trés utile. La preuve en est que les variations
de 1'I.M.M. aprés stabilisation se sont maintenues entre 2.5 et 3.0,
De plus, de nombreux expérimentateurs parviennent aux mémes résultats
confirmant ainsi la précision de cette technique. L,I.M.M. est une

méthode simple & exécuter et il ne sera pas facile de la remplacer.

5.12 BLOQUEURS DE TYPE @

En comparant les résultats obtenus lors de l'addition “in vitro
de bloqueurs adrénergiques du type & , mous constatons la présence de
deux types de blogueurs, les réversibles et les irréversibles. Leurs
r8sultats sont consignés dans les tableaux No. 6 et No. 13. Ces ré&sul-
tats confirment la pharmacologie décrite dans Geodman et Guilman (1970),

Grollman et Grollman (1971).

Dans ces expériences, mous avons trouvé q1;e l'injectior; du blo-
gueur produisait tr&s souvent une dispersion significative qui méritait
notre attention. Celle—ci a &té attribuBe 3 1'action des catécholamines
résiduels ou ajoutés au milieu, qui se sont combiné; avec le récepteur B,
le récepteur @ &tant bloqué. La vérification de cette dispersion sera ex-
tr8mement importante parce qu'elle permettra de cohstater que le mélano-
phore du poisson disperse sous 1l'influence de récepteurs de type B, son

agrégation par les récepteurs de type g n'étant pas mise en doute.

5.121 LES BLOQUEURS REVERSIBLES

1'addition de PHENTOLAMINE au milieu entourant 1'écaille donne une
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dispersion significative (voir tableaux No. 6 et No. 13). Healey
et Ross (1966) ainsi qu'Iwata et al. (1959 a et b) ont eux aussi ob«
servé chez le Phoxinus, une dispersion aprés addition de PHENTOLA-
MINE. L'action du bloqueur serait donc due 3 sa structure. Cette
structure pourrait €tre comparable 3 celle de PHENOXYBENZAMINE (Chang,
1968), et d'autres bloqueurs (Kirshﬁer et al. 1971), qui vident les
boutons terminaux du systéme nerveux adrénergique libérant ainsi la
NORADRENALINE qui se combine avec le récepteur 8 non bloqué alors que

le récepteur  &tait bloqué par la PHENTOLAMINE,

Nous remarquons cependant que 1l'addition des cat&cholamines pro-
duit une agrégation comparable 3 celle des témoins. Cette réponse
contradicéoire est probablement due au fait que, lors de 1'addition du
bloqueur, les catécholamines résiduels aient été en dose physiologique
i.e. plus faible mais permettant la dispersion. La dose de NORADRENA-
LINE et d'ADRENALINE ajoutée &tant trop forte en soi et par rapport i
la dose du bloqueur, il s'est produit un déplacement du bloqueur du
récepteur @ par l'addition d'une dose compétitive de catécholamines.
Comme nous 1'avons expliqué dans 1l'introduction, 15 PHENTOLAMINE est un

bloqueur réversible dont l'action sur le récepteur est compétitive avec

celle des catécholamines.

AZAPETINE administré seul, ne produit pas de dispersion signi-
ficative. Nous ignorons si cette réaction est due 3 sa structure chi-

mique incapable de vider les boutons terminaux ou & d'autres variables.
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feut-étre, d'autres mécénismes ont-ils interféré pour emp&cher cette
libération. Jack et al, (1970) ont émis 1'hypothése que la trans-
formation en azote quaternaire est faite au pH physiologique. La

-

drogue &tant insoluble 3 ce pH, 1l a été impossible de contrdler 1le
bien fondé de cette hypothése; L'addition de catécholamines n'a

été significative qu'avec la NORADRENALINE. L'ADRENALINE a donné

une agrégation semblable & celle des témoins. La différence entre
les catécholamines étant significative, nous peﬁsons que 1'ADRENA-
LINE est plus active que la NORADRENALINE sur ce type de récepteur.
Ces résultats nous semblent trés intéressants; ils nous démontrent

que nous &tions peut-€tre au seuil de la zone active de la drogue

d cette dose et pour cette quantité de catécholamines.

CHLORPROTHIXENE n'étant pas uniquement un bloqueur de tfpe a
mais surtout "un tranquilisant" (analogue i la PHENOTHIAZINE), il
est compréhensible que son action ne se soit pas exercée sur les bou-
tons terminaux. Nos résultats sont surprenants si 1'on considére
qu'Abbott (1968) utilisant un dérivé de la PHENOTHIAZINE, la CHLORPRO-
MAZINE, a obtenu une dispersion, mais la dose du bloqueur &tait de 1mg.
Toutefois, Puig et Kirpekah (1971) avaient remarqué”qu'un pH acide inhibait
la libération de NORADRENALINE soit en interférant dans un processus
enzymatique intermédiaire, soit en réduisant la quantité de calcium dis-
ponible. L'addition des catécholamines a produit un blocage complet
peut-&tre & cause de la forte dose et/ou du pH utilisé ce qui peut avoir
tout simplement perturbé la membrane au lieu d'avoir bloqué les récep-

teurs de type @ ou B . Des expériences 3 doses plus faibles permettraient
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de vérifier cette hypothése.

5.122 LES BLOQUEURS IRREVERSIBLES

Avec 200 microgrammes de DIBENAMINE, la drogue seule nous a donné
une dispersion significative au pH 7.2 et 5.0 ainsi qu'avec 100 microgram-
mes au pH 7.2, Aucune différence n'est apparue au pH 6.1 avec 200 micro-
grammes et il est difficile d'expliquer ce ré&sultat sauf si 1'on considére
les variations individuelles possibles chez un animal. Cette dispersion a
été observée chez 1'Oryzias par Watanabe et al (1962), par Abbott (1968)
chez le Fundulus, par Healey et Ross (1966) chez le Phoxinus et par Scott

(1965) chez le Scophthalamus. Goldman et Hadley (1969;1970) , ont obtenu

les mémes effets dispersant de la DIBENAMINE sur les mélanophores du 1l&zard

‘Anolis carolinensis . L'effet dispersant du bloqueur n'est donc pas fonc-

tion de pH. Nous avons obtenu cette dispersion 3 différents pH avec la

DIBENAMINE et de plus, aucun auteur n'a fait mention du pH utilisé.

Les résultats de 1'addition des catécholamings présentent un grand
intérét. Avec 200 microgrammes et au pH de 7.2, la dispersion obtenue est
des plus marquée et la méme dose aux pH acides produit un blocage complet

dont 1'intensité varie avec le pH (voir graphique No. 1).

L'écaille du poisson posséde une barriére de lipides que 1'on a
longtemps crue partie du récepteur. Aux pH acides, cette barri&re pourrait
€tre moins efficace et ainsi favoriser une pénétration plus grande du blo-
queur vers le récepteur. A ces pH, la quantité de bloqueur parvenant aux

récepteurs de type @ et B, deviendrait tellement plus importante que les
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récepteurs en seralent saturés. Goodman et Guilman (1970} ont noté que !:
la DIBENAMINE i forte dose, peut se combiner aux récepteurs du type @,
du type B, & ceux de la sérotonine et de l'écétylcholine. Cette satu-
ration des récepteurs expliquerait 1'absence de réaction de la part du

mélanophore dans un sens ou dans 1'autre aprés 1'addition des catéchola-

mines.

Young et Marks (1969) avec des isotopes radioactifs &tablirentique
la dibenzylaminoéthanol ne produit pas de lien alkylant i.e. irréversible
avec le récepteur. La preuve &tablie 3 partir de 1'utilisation de DIBENA-
MiNE Cigo exclut 1'hypothése d'un site actif situé dans la fraction lipi-

dique.

La solubilité de DIBENAMINE varie beaucoup avec le pH du solvant.
Ceci nous permet de croire qu'aux pH acides, la quantité de bloqueurs arri-
vant aux récepteurs s'en trouve augmentée. Ceci améne un surdosage de la
DIBENAMINE sous forme de dibenzylaminoéthanol qui traverse plus facilement

-~

la fraction lipidique & ces pH acides.

Par contre, si la faible solubilité du bloqueﬁr au pH 7.2 en diminue
la quantité qui traverse la fraction lipidique, alors une dose normale at-
teint le récepteur @ et donne le résultat attendu: ce résultat &tant une
dispersion caractéristique du blocage du récepteur @ et de la réaction a-

vec le récepteur B des catécholamines ajoutés.

En observant ces résultats, il nous faut considérer d'autres hypo-

théses permettant d'éclairer cette notion de récepteur.



~79-~

En effet, les propriétés alkylantes de DIBENAMINE se manifestent

habituellement 3 pH 7.0 et au-dessus (Wickerson 1949). Aux pH acides, il
faudrait Attendre un temps extré@mement long pour que la cyclisation de

1'azote se produise. On peut se demander si le milieu intérieur de 1'é-

caille peut rétablir le pH physiologique ou si l'on doit uniquement con-
sidérer le pH extérieur. Ce probléme n'étant pas résolu, il reste donc
la possibilité de croire que le lien avec le récepteur se soit produit

par simple attraction €lectrostatique et non par alkylation a ces pH.

Peut-€tre aussi, ces pH acides et cette forte molarité@ ont-ils
perturbé les membranes modifiant ainsi le transport actif. La membrane
contient une forte proportion de groupements carboxyles avec lesquels, le
bloqueur peut réagir emp&chant ainsi toute forme de transport actif i
travers la membrane et produisant une réponse qul ressemble 3 un blocage

des deux récepteurs g et B .

La voie est ainsi ouverte a d'autres expériences qui seraient né-
cessaires pour bien &tablir si les récepteurs eux-m&mes ont &té& bloqués
ou si une étape de ce mécanisme si complexe n'a pas été arrétée empéchant
ainsi la manifestation de cette réponse aux catécholamines lors des expé-

riences aux pH 5.0 et 6.1.

La mise en &vidence de la trés forte influence du pH pour 1l'ab-
sorption de la DIBENAMINE au niveau des récepteurs est un élément important

que nous soulignons au cours de cette recherche.
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Arbab et Turner (1971) ont plus récemment, émis 1'hypoth&se de
cette influence pour la thymoxamine dans la muqueuse buccale de 1'homme.
La pénétration diminuant de fagon substantielle avec la diminution du
pH. Ceci confirme notre hypothése mais dans un systéme aussi différent

qu'une écaille de poisson et avec une drogue différente.

Nickerson (1967) parlant des récepteurs en général, avait bien
cernéd la difficulté de mesurer la dose administrée &tant donné que 1l'on
ne connait ni le nombre de récepteurs nécessaires pour donner une réponse,
ni la concentration de la drogue dans 1l'entourage immédiat du récepteur.
Une barridre de diffusion fut mise en &vidence par Kalsmer, tel que décrit
par Nickerson (1967) et il semble que 1a‘diffusion et par conséquent 1'é-
quilibration soit un facteur 3 considérer dans 1'étude des interréactions
drogue-récepteur. Nous avons donc présumé que cette concentration est

celle du liquide entourant le tissu, ou l'écaille dans ce cas précis.

De plus, les expériénces faites avec les &cailles comme témoins
sans bloqueur et a différents pH, parfois additionnés d'alcool (agent de
solubilisation nécessaire dans certains cas) n'ont pas donné de différences
significatives. En aucun cas, les données pharmacologiques de 1'action de
ces bloqueurs sur les muscles lisses des mammiféres n'ont été contredites.

Spaeth (1916) avait tenté d'établir cette relation mais sans trop de succés.

La dispersion plus prononcée obtenue avec 1a DIBENAMINE et la PHENO-
XYBENZAMINE a été étudide par plusieurs auteurs et Chang (1968) a mis en

évidence, avec la PHENOXYBENZAMINE, une action au niveau des boutons termi-



-81~

naux pour vider les réserves d'adrénaline. Cette action a été démontrée

par 1l'addition, au milieu, de Réserpine (substance qui &puise les réser-

ves d'adrénaline) avant 1'addition de PHENOXYBENZAMINE et 1'effet disper-

- 2

sant de la drogue seule a été éliminé.

Comme la DIBENAMINE et la PHENOXYBENZAMINE ont des structures si-
milaires, on peut supposer que leur mode d'action au niveau des boutons
terminaux est le méme. 11 est important de ne pas perdre de vue que la
DIBENAMINE et la PHENOXYBENZAMINE ont pu, a forte dose ou & pH acide,

perturber les propriétés physico-chimiques de la membrane.

En effet, la PHENOXYBENZAMINE a elle aussi produit une disper-
sion significative lors de son addition au milieu entourant l'écaille.
Cette dispersion avait été observée chez le Phoxinus par Healey et Ross

(1966) et chez le Scophthalamus par Scott (1965) .

EEDQ fait partie des bloqueurs de type G jrréversible mais d'un
groupe chimique tout 3 fait différent de celul de 1a DIBENAMINE et de
1a PHENOXYBENZAMINE. A une dose de 100 microgrammes il n'a pas produit
la dispersion de la majorité de bloqueurs, i1 n'a pas donné de différence
significative avec les témoins peut-&tre & cause du mode «'action & cette
dose. Si on le compare aux expériences faites avec 25 microgrammes, alors
il a produit une agrégation statistiquement significative. En effet, avec
25 microgrammes, la dispersion est significative. Si aux 100 microgrammes
de EEDQ on ajoute les catécholamines, on obtient alors un blocage des deux

types de récepteurs et peut-&tre aussi un effet sur la membrane qui emp&che
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tout transport actif comme déji mentionnd. Nous émettons cette hypo-
thése & cause de la différence entre.l'addition des bloqueurs et des

doses différentes.

Pour ce qui est de 1'action des catécholamines aprés le blo-
cage avec 25 microgrammes de EEDQ, la dispersion obtenue est signifi-
cative, mettant en &vidence le blocage de récepteurs de typeqaet le
lien des catécholamines avec les récepteurs de typeB produisant ain-
si la dispersion de la mélamine. Ceci met en évidence la présence de

récepteurs de type/dans les &cailles du Fundulus hétéroclitus. La

dispersion produite par 1'addition des catécholamines est la méme

( 4.85 et 4.80), malgré 1'état beaucoup plus dispersé ( 14) des mé-
lanophores avant 1'addition de 1'ADRENALINE par rapport 3 ceux précé-
dant 1'addition de 1la NORADRENALINE ( 5.85). Le résultat final étant
le méme, nous pouvons conclure qu'ici 1'ADRENALINE est plus active que
la NORADRENALINE. EEDQ étant une drogue de découverte relativement ré-
cente, elle n'a pas encore &té utilisée au cours d'expériences sur le

changement de couleur du peisson.

I1 se peut aussi, qu'avec 100 microgrammes, Qprés 1'addition des
catécholamines, un blocage total se montre par perte de la spécificité
au récepteurq. Comme les autres bloqueurs, il subit 1l'action de masse,
A 25 microgrammes, 1'ADRENALINE et la NORADRENALINE produisent une dis-
persion caractéristique du lien des catécholamines avec le récepteur B,
Malgré sa structure différente des autres bloqueurs du type o EEDQ s'est

-~

comporté comme la DIBENAMINE utilisée 3 forte dose et 3 faible dose.



-83-

Belleau (1972 , communication perscnnelle) a remarqué que le EEDQ,
comme beaucoup d'autres bloqueurs,est sélectif aux récepteurs de type Q&
mais que sa spécificité est trés relative. N'importe quel groupement
carboxyle réagit avec le EEDQ et sa sélectivitl:é est trés fortement in-
fluencée par sa concentration. Néanmoins, il lui fut impossible de dis-~
socier le blocage des récepteurs de type &L de ceux de ‘1'hydroxytryptamine
ce qui confirme la difficulté de sa spécificité. Le mécanisme proposé
ne permet pas de savoir avec quel agent réagit le EEDQ. En effet, 1'addi-

tion de nucléotides est restée sans effet et des &tudes ‘'sur 1'adényl cyclase

ont démontré que l'enzyme n'est pas impliqué quelqu'en soit la dose.

5.13 BLOQUEURS DE TYPE 4

Util.isé seul 3 une dose de 200 microgrammes et au pH de 7.2, le
PROPRANOLOL, substance &talon des bloqueurs adrénergiques de type A (Dollerey
et al. 1969), produit sur 1'écaille un résultat qui ne différe paé de celui
des témoins. L'addition de NORADRENALINE ne donmne ni agrégation, ni disper-
sion. Ariens et Simoris ont démontré qu'a dose massive, un bloqueur adréner-
gique de type B peut se combiner avec le récepteur & . I1 s'agit dans ce cas,
d'un mode d'action similaire & celui de la DIBENAMINE. Patil et al. (1968)
ont &tudié leur action sur les récepteurs de type & et ils en sont venus ala
conclusion que tous les bloqueurs de type 3 peuvent bloquer les récepteurs de
type & . Ceci ne semble pas tenir % leur propriété de bloqueur de type/3 puis-
que les isomdres optiques sont aussi efficaces sur le récepteur ¢ alors que
seul la forme L est active sur le récepteur de type/Z. Pour obtenir un tel
blocage, Patil et al. ont trouvé qu'il fallait des doses beaucoup plus fortes
que pour bloquer le récepteurﬂseul. Les résultats de notre étude démontrent
qu'avec 1'écaille la dose nécessaire pour obtenir un tel blocage est beaucoup

moins forte.
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Avec 10 micgogrammes, le PROPRANOLOL produit une
agrégation dans un cas seulement. Ceci nous semble une
indication que, dans ce cas, le récepteur B a €té blo-
qué. Nous sommes certainement tres proche du seuil
d'activité de la drogue. L'addition de catécholamines
n'a été significative que dans le cas de 1'ADRENALINE.
Malheureusement, nous ne pouvons pas conclure de fagon
certaine ici puisque 1l'état d'agrégation initial des mé-
lanophores &tait statistiquement différent. Comme nous
1'avons déji mentionné&, ces différences peuvent favori-
ser ou défavoriser certaines expéfiences. De pltus, vue
la forte dose de catécholamines utilis&e et puisque les
bloqueurs de type B sont tous compétitifs, le PROPRANO-

LOL a peut &tre été renversé.

OXPRENOLOL 30 microgrammes & pH 7.2, a &té compara-
ble aux témoins dans les expériences ol il a gté utilisé
seul ou aprés addition de catédcholamines. A cette dose,

il n'a donc pas bloqué 1le récepteur de type B.

Avec 300 microgrammes, l'addition de la drogue n'a
produit de résultats significatifs que dans le cas d'une
des deux expériences et ce résultat est une dispersion
que nous ne pouvons expliquer. La différence entre les
deux phases traitées par le bloqueur est statistiquement
différente. L'addition d'adrénaline a fait varier les

lectures (d1x2.90) 3 ( d2-6.15) ce qui est un résultat
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significatif. Lorsqu'on ajoute 1la NORADRENALINE celles-
ci passent de d148.05 & 32 -15.10 ce qui rend le ré-
sultat non significatif mais que nohs interprétoﬂs conmme
€tant di au fait que la NORADRENALINE est ici plus active

que 1'ADRENALINE,

Le PRINODOLOL, une substance 4 & 7 fois plus active
que le PROPRANOLOL (Moore et O'Donnell 1970, Grudicelli et al.
1969) n'a donné aucune différence avec les témoins lors-
qu'utilisé seul. L'addition des catécholamines a &té
significative; dans les deux cas, elle a produit un blo-~
cage complet oﬁéissant ainsi 3 la loi d'action de masse
qui veut qu'd fort dosage, il n'y ait plus de spécificité

(Mazurkiewicz~Kuilecki 1970).

Le DCI, 250 microgrammes & un pH de 6.1, a produit
une agrégation significative. Scott (1965) avait obtenu
une dispersion au lieu d'une agrégation, ce;te différence
peut Etre due & la trds forte activite intrins&que sympa-~
thomimétique déji expliquée. Nos résultats sont cependant

similaires 3 ceux de Goldman et Hadley (1969 et 1970) sur

la peau du 1lézard Anolis carolinensis,

La méme dose de DCI, & un pH de 7.2 n'a pas donné de
différence significative, A ces deux pH, 1'addition des

catécholamines a démontré un blocage complet, Nous
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ignorons s'il s'agit d'un effet de membrane ou d'un bloqua-
ge des deux types de récepteurs empéchant la dispersion ou

l'agrégation-de la mélanine.

5.14 GENERALITES SUR L'ETUDE "IN_VITRO"

D'une fagon générale, nos travaux sur les récepteurs
de type o du Fundulus ont permis grdce aux bloqueurs de
ce type de mettre en évidence la dispersion que donne les
récepteurs de type B lorsqu'ils se combinent avec les
catécholamines endogénes ou exogénes. Certains bloqueurs
de type B ont donné, lorsqu'utilisé seul, une agrégation
caractéristique du lien des caté&cholamines.résiduels avec
les récepteurs de type a . Mais la dose d e NORADRENALINE
et D'ADRENALINE &tait beaucoup trop forte pour des
bloqueurs réversibles et compétitifs comme le sont les blo-
queurs de type B . Ceci a donné des résultats parfois
moins concluants. L'index n'étant pas assez &tendu, nous
ne pouvions utiliser une dose plus faible qui aurait rendu

les résultats imperceptibles.

Notre recherche aurait été grandement facilité si des
bloqueurs parfaitement spécifiques existalent, Cecil nous
aurait permis de conclure si le systéme adrénergique est
le seul ou noﬁméni;;;;Qéﬁif déh;ﬂle changement de couleur
du poisson que nous avons étudi&. Les résultats obtenus

sur 1'écaille nous persuadent qu'il joue un rdle primordial

dans le mécanisme de changement de couleur rapide.
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La technique in vitro est une des meilleures 3 date

—

pour 1'étude des récepteurs adrénergiques, Il nous sem-

ble que 1'utilisation des €cailles du Fundulus hétérocli-

tus pourrait &tre plus répandue pour 1'é&tude des récep-
teurs adrénergiques, en raison de la simplicité de l'orga-
nisation qu'elle demande et de la précision des résultats
qu'elle donne. Ceci nous a d'ailleurs &té confirmé par

les études statistiques,

Les variations de 1'I.M.M. sont Presque toujours,
pour la période de stabilisation, entre 2,5 et 3.0 ce qui

constitue une variation trés raisonnable,

81 1'on considére 1les différentes phases de 1'e¥pé—
rience, nous pPouvons voir dans le graphique No,2, qu'elles
ont &té suffisamment longues pour pPermettre d'attfibuer
les résultats aux drogues utilisées et non- aux variations
naturelles qui auraient pu s'établir. Nous remarquons
qu'd chaque fois qu'une drogue est ajoutée, nous avions

déja atteint un plateau.
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GRAPHIQUE No.2

COURBE REPRESENTANT LA REACTION DES
MELANOPHORES DU FUNDULUS HETERQCLITUS
PENDANT LES ETAPES DE STABILISATION,
D'ADDITION DU BLOQUEUR OU DE LA
SOLUTION PHYSIOLOGIQUE ET DE L'ACTION
SUBSEQUENTE DES CATECHOLAMINES.

«—Addition de la
solution saline
ou du bloqueur
¢—Addition des

catécholamines

=
=
—

2.

1 y v " v v y v

"0 5 10 15 20

(temps en minutes ) 0 5 10 15 20
0 5 10 15
< 1
@ : Solution saline (pH 7.2) suivie de NORADRENALINE

A : PHENTOLAMINE 1 ugm (pH 5) suivie de NORADRENALINE

= : PROPRANOLOL 10 ugm (pH 7.2) suivie d'ADRENALINE
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5.15 ~ BLOQUEURS DE TYPE ¢, ET DE TYPE B

Quant & nos expériences éur les interréactions pos-
sibles entre les bloqueurs de type & et de type B , 1l
nous a été impossible, comme ce fut le cas pour Yamamuta
et Akira (1968) et Chang et Wuan (1971), de reproduire les
résultats de Hull et al (1960), Gulati et al. (1965) et
O0livares et al. (1967). Ceux-ci avaient émis 1'hypothése
d'une interréaction entre le bloqueur o et le bloqueur

B .

Nous avons administré la DIBENAMINE et 1'0XPRENOLOL
3 des doses qui, utilis@es chacune seule,_bloqueraient
respectivement le récepteur a et le récepteur B . .Les
résultats observés confirﬁent la dispersion obtenue par
la DIBENAMINE dans les autres expériences "in vitro",
Cependant, cette dispersion se situe 3 la limite statis-
tiquement significative ( $+3.50), elle est”donc beaucoup
plus faible que celle de nos autres expériences (;l $5.90
4+8.80). Ceci peut s'expliquer par 1'état initial de 1'IMM
relativement élevé que nous avions. En effet, nos varia-
tions de lectures sur 1'IMM se situent entre 2 et & aprés
la stabilisation, la majorité se situant entre 3 et 4.
Cette situation différe de 1'état habituel ol la variation
de nos iectures 3 1la fin de la période de la stasilisation
se situait entre 2.5 et 3 ou 3.5 au maximum. Il &tait domc
presqu 'impossible 3 la DIBENAMINE d'intensifier la disper-

sion.
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L'addition d'OXPRENOLOL ne semble pas modifier 1le
milieu et la dispersion reste comparable 38 celle des té-
moins. Biologiquement ce phénoméne s'explique par le
fait qu'OXPRENOLOL ne pouvait produire le m@me résultat
que s'il avait &té utilisé seul & cause de la dispersion

déja élevée obtenue aprés l'action de la DIBENAMINE.

Les catécholamines ont produilt une différence statis-
tiquement significative. §'il y avait eu interréaction,
nous aurions constaté une agrégation due au renversement
de la DIBENAMINE par 1'OXPRENOLOL tel que déj&d postulé;

au contraire, nous avons eu un blocage complet,

Le renversement du bloqueur de type a par le bloqueur
de-type 8 ne s'est donc pas produit sur 1l'écaille du

Fundulus hétéroclitus. Nous pouvons donc &liminer cette

hypothése.  Nos résultats s'accordent donc avec ceux de Yama-
mura et Akira (1968) et Chang (1971) pour qui l'agréga-
tion observée chez les autres auteurs serait due & l'ef-
fet résiduel des récepteurs de type o qui n'auraient pas

été bloqués au départ.

Supposons un nombre hypothétique et total de 100 récep-
teurs de type o et de 40 récepteurs de type B . Si la
dose de DIBENAMINE n'a pu bloquer que 80 des récepteurs de

type a, ceci est suffisant pour qu'apparaisse l'effet des
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récepteurs de type B . Si 1'on bloque ensuite la totalité
des récepteurs de type B par 1'OXPRENOLOL, alors l'effet

résiduel des 20 récepteurs de type a réapparatt.

Le bloqueur B , OXPRENOLOL, utilisé au cours de ces
expériences est un des plus puissants que l'on connaisse
& date. Nous ﬁ'avons aucun indice permettant de croire
qu'il aurait une affinité pour le récepteur o . On peut
donc supposer qu'il ne déplace pas la DIBENAMINE, ou que
s'il 1'a déplacée, il occupe son site d'action sur le ré-
cepteur o sans &tre lui-méme déplacé par les catécholami-
nes comme l'a €t& le PRONETHALOL utilisé par Gulati et al.
(1965). Les résultats obtenus par Gulati-et al. (1965)
sont peut €tre dlis & 1'utilisation d'un bloqueur du type B
ayant une trop faible activité pour le récepteur o si
on le compare au bloqueur a utilisé au cours de 1'expé-
rience. En effet, 1'affinité du PRONETHALOL pour le ré-
cepteur a ‘est faible (pA2:5.3) celle de la PHENTHOLAMINE
est forte (pA2:8.3). Ceci expliquerait pourquoi le PRONE-
THALOL n'a pu bloquer le récepteur a et que 1l'addition
des catécholamines a donné& une agrégation,

Dans notre cas, & un pH de 7.2, la DIBENAMINE semble
irréversiblement liée au récepteur a. Il est doné¢ 3 noter

qu'aucune expérience ‘in vitro ne donme le pH des solu-
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tions de bloqueurs utilisés. Peut &tre les solutions
d'Olivares et al. (1957) étaieat elles 3 un pH. ot le lien de la
PHENOXYBENZAMINE se produit par simple attraction élec-
trostatique d'ol 1'action possible des catécholamines sur
les récepteurs a si on les utilise . 8 doses compétitives.,
Nous ignorons ce qui s'est produit au cours de cette expé-
rience et nous ne pouvons que constater les différences
entre les résultats obtenus par notre e#périence et ceux
obtenus par les autres auteurs. Statistiquement, OXPRENOLOL
et la NORADRENALINE ont &té sans effet mais biologiquement
nous pouvons penser que peut &tre nous avons bloqué les
deux types de récepteurs. Peut 8tre aussi, avons~-nous

tout simﬁlement perturbé la membrane, modifiant ainsi ses
mécanismes de transport. Il est dans nos intentioné de
reprendre cette expérience plus tard de fagon & chercher

la solution du probl&me des interr@actions soulevé dé&s

1960 par Hull .et al. Notre technique serait alors trés différen- -
te, 1'addition de DIBENAMINE serait suivi de NORADRENALINE
puis un lavage complet serait effectué, ensvite seulement
nous ajouterions OXPRENOLOL et par la suite NORADRENALINE.
Ce systéme de lavage continu demande un équipement que nous
n'avions pas pour permettre 3 1'écaille de rester vivante
et de renouveler ses ions dans le milieu au lieu de s'épui~-
ser. La technique que nos moyens matériels nous ont obligeés
d'utiliser aurait produit la déshydratation du milieu et
augmenté ainsi la concentration ionique du liquide entourant

1'3caille.
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Ces expériences nous obligent & considérer le fait
que nos résultats sont presqu'identiques 3 ceux obtenus
chez les mammiféres si l'on tient compte de la différen~
ce de sensibilité de 1'@caille aux différents bloqueurs.
Certains bloqueurs auraient pu 8tre sans activité sur
les récepteurs des mé&lanophores du Fundulus mais cela
n'a pas été le cas. Comme tres peu d'@tudes sur les
récepteurs adrénergiques ont 6té faites sur d'autres
groupes d'animaux que les mammifdres, ces résultats
que nous avons observés présentent un {intérét considéra-
ble quant & l;évolution des récepteurs. Nous sommes en
effet forcés d'admettre que le syst@me est resté sensi-

blement le méme chez les différents organismes.

Les sites actifs qui réagissent avec les bloqueurs
n'ont donc démontré aucun changement pendant 1'E&volution.
Ce serait plutdt la ré&ponse physiologique de 1'animal qui
aurait changé au cours de i'évolution soit par la modifi-
cation d'unités secondaires de 1'enzyme du récepteur, soit
par celle d'un des intermédiaires entre le récepteur et la
réponse de 1'animal, L& encore, ces résultats que nous
avons obtenus incitent & une &tude plus approfondie permet-

tant d'élucider ce probléme.’



94—

5.2 ETUDE 1IN VIVO

5.21 ANALYSE DE LA TECENIQUE

Nous avons constaté que 1'Index d'Ostwald modifié,
bien qu'il donne des ré&sultats valables et ﬁossibles a
contrdler sur le plan biologique, n'est pas assez &ten-
du. Cette lacune en rend l'application‘statistique im-
possible & faire. Il s'agii, dans les circonstances,
d'un probléme fondamental. En effet, si on compare
1'index d'0stwald modifié, & celui de mélanophores moyens

(I.M.M.) de 1'étude n vitro , il semble plus &tendu

-

parce qu'il varie théoriquement de 0 & 8. Il est faci-
le de voir que le 0 et le 1 étant de couleur trés blan-
che et le 8 d'un noir tres intense, aucun poisson ne peut
pratiquement atteindre ces couleurs. Il n;us reste donc
un index variant de 2 3 7, ol il est presqu'impossible de
trouver des décimales comme dans 1'I.M.M. Lorsque la
variatiog est si minime, il faut procéder a 1l'expérimen-
tation sur un nombre plus grand de poissons, processus

que nous ignorions. Nous n'avons donc pas de preuves sta-

tistiques pour cette série d'expériences mais nous avons des
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preuves biologiques. Nous aurions pu diminuer la quanti-
té d'ADRENALINE administrée mais 13 aussi les variations
de 1'Index auraient &té trop faibles pour l'analyse sta-

tistique.

L'étude des témoins n'a pas montré de différence
entre la réaction des poissons soumis 3@ l'action de la
NORADRENALINE et de 1'ADRENALIRNE, Pour.cette raison,
seule 1'ADRENALINE a &té utilisée dans les expériences

qui ont suivi.

Notre technique consistait & injecter le bloqueur sur
4 poissons en milieu noir et sur 4 poissons en milieu
blanc. L'adaptation premi&re en milieu noir ou en milieu

blanc du Fundulus hétéroclitus n'avait aucune influence

sur leur adaptation ultérieure quand la couleur du milijeu
changeait. Aucune différence ne s'est manifestée dans
1l'ordre du processus peu importe si l'adap;ation premigére
était en milieu blanc ou noir. Cependant, 1l'état de dis-
persion ou d'agrégation avant l'addition du bloqueur dss

catécholamines était trés important..

S~

L'étude in vivo a &té& aussi compliquée par le fait

que travaillant avec un animal entier, nous devions res-
pecter le comportement naturel de 1'animal dans la mesure

du possible, comme dans toute expérience ia vivo .




Nous n'étions malheureusement pas €équipés adéquate-
ment pour ce genre d'étude et 1l'animal a df 8tre traité
avec les bloqueurs 35 la température de la pilce, D'aprés
Doudoroff (1945) ceci n'est pas un inconvénient majeur.
Pour tenter de diminuer ce traumatisme, nous avons dfl
1'adapter graduellement 3 une température plus chaude

pendant deux jours,

L'expérience se faisant dans un bécher de 1000ml,
soulevait un probl&me important, Si 1l'on considdre .qu'un
poisson noir surpris en milieu blanc ou inversement et
confiné dans un volume aussi exigll est automatiquement
pris de panique, ceci déclenche une sécrétion trés forte
d'ADRENALINE endogéne. Il est aussi possible que le
Fundulus utilise d'autres mécanismes pouvant conduire &
un changement de couleur. On sait qu'en bioiogie, il
est rare qu'un mécanisme important pour la survie d'un
animal ne soit contr6lé que par un seul processus, Il
n'est donc pas surprenant que nous ayons obtenu des varia-
tions individuelles en dedans de chaque groupe ainsi que
des réactions physiologiques variables d'un animal &

1'autre (ex. le vomissement).

L'utilisation de béchers entourés de cartons noir ou
blanc permettait de transférer le poisson rapidement, &1li-

minant ainsi le traumatisme de la manipulation.
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Pour éviter 1'é&coulement de liquide & travers la

plaie toutes les solutions injactées l'ont &té 3 0.1 ml.

5.22 ETUDE DES BLOQUEURS DE TYPE g

L'Index étant peu étendu, l'état de dispersion ou
d'agrégation initial est trés important. Pour cette
raison, il nous a été impossible de mettre en &vidence
le récepteur de type a , d'une fagon plus totale que dans

1'expérience ‘in vitro'. Par contre, le récepteur du

type B a été mis en évidence par la trés forte disper-
sion obtenue aprés l'addition des caté&cholamines surtout
avec EEDQ et dans une moindre mesure avec PHENTOLAMINE,
I1 faudrait donc exploiter davantage les possibilit@&s de

EEDQ comme bloqueur adrénergique de type o .

DIBENAMINE et PHENOXYBENZAMINE donnent des résultats

beéucoup moins puissants que EEDQ et PHENTOLAMINE et aussi dué

ceux qu'ils ont donnés lors de 1l'&tude in vitro . Ceci
peut &tre df au fait que 30 minutes est un laps de temps

inguffisant in vivo pour permettre la réaction avec le

récepteur par cyclisation du bloqueur.

Crove (1969 b) avec le Phoxinus phoxinus L aurait

pu conclure 3 1l'existence de récepteurs de type o et B

parce que 1'injection de DIBENAMINE a produilt une disper-
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sion et 1'injection de PRONETHALOL, un bloqueur de type B,
une agrégation, Malheureusement, 3 cause d'une expérience
ot il a injecté simultan&ment un bloqueur a et B et'oﬁ
il a obtenu une dispersion, il a conclu 3 l'inexistence
des récepteurs de type B, considérant le renversement de
l'action de 1'ADRENALINE comme &tant dd & d'autres facteurs
que la réaction de 1'ADRENALINE avec le récepteur. B . A
notre avis, c'est 1l'injection simultanée dés deux drogues
qui a provoqué ce résultat, Il aurait donc favorisé la
réaction du.bloqueur le plus puissant avec le récepteur
d'ol blocage @ et dispersion caractéristique du lien de
1'ADRENALINE avec le récepteur B , Les m@mes conclusions
avaient été établies par Pye (1964 a et b) chez le

Phoxinus phoxinus. Le probleéme du Phoxinus est cependant

différent de celui du Fundulus. Chez le Phoxinus, le pro-
bléme du changement de couleur dépend du systé&me nerveux

et du systéme hormonal comme le décrivent Healey et Ross
(1966). Chez le Fundulus, il y a une trgs forte prédomi-
nance du systéme nerveux et si le systé&me hormonal y par-
ticipe, ce n'est certainement pas pour le changement de
couleur rapide que l'on &tudie ici mais dans les changements

3 long terme.
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5.23 ETUDE DES BLOQUEURS DE TYPE 8

L'analyse des résultats nous permet de conclure que
si nous avions pu faire des statistiqueé, nous aurions

trouvé que les bloqueurs de type B sont sans effet.

Biologiquement, nous ne pouvons admettre ce.résul-
tat, 3 cause des déficiences déj3a mentionnes dans la
technique. De plus, si on compare le EEDQ avec le
PROPRANOLOL, on peut voir llantagonisme‘exercé par les

- deux récepteurs de type o et B .

Ce qui nous semble le plus intéfessant est le résul-
tat obtenu par OXPRENOLOL, comme nous l'avons d&j& men-
tionné, tous les poissons de ce groupe ont &té incapables
de s'adapter aussi bien que chez les témoins au milieu
noir. Cependant, il y a eu une légére dispersion (;:4.25).

Ceci nous porte 3 croire que chez 1l'animal entier d'autres
P ’

mécanismes collaborent 3@ la dispersion.

Plus récemment, Williams et al. (1972) ont mis en &vidence

avec le rein, une agrégation causée par le .récepteur de
type @ et une dispersion par le récepteur de type B et
par celul de l'acétylcholine. Toutefois, les deux méca-
nismes de dispersion &taient trés différents 1'un de 1l'au-

tre. Peut &8tre la méme chose s'est-elle produite ici.



-100-
Peut €tre devrions-nous bloquer les deux récepteurs de
type ¢« et B , en trouvant leur dose d'activité minima-
le respective et eﬁsuite travailler avec le récepteur
de l'acétylcholine. Une approche plus biochimique aide-
rait peut @tre & €lucider ce qui 'in vivo permet au

poisson de réagir d'une fagon plus nuancée qu'in vitro ,
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