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' The a c c u m u l a t i o n  o f  p o t e n t i a l l y  t o x i c  c o m p o u n d s  g e n e r a l l y  
4% 

- L - A - - - - - - - 

i ' n v o l v e s  a n  a g e - r e l a t e d  i n c r e a r i e ' i n  t h e  a m o u n t  o f  l i p o f u s c i n  o  

t h e  g e n e r a t i o n  o f  l i p i d  p e r o x i d e s ,  T h e  a c c u m u l a t i o n  o f  
./ * 

l i p ~ f u s c i n  i s  t h o u g h t . t o  b e  i r r e v e r s i b l e  a n d  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  
. 

i t s  p r e s e n c e  i n -  s'ome way i n t e r f e r e s  w i t h  n o r m a l  c e l l u l a r  .. 

a c t i v i t i e s  1 9 7 1 ;  F i n c h ,  1 9 7 6 ) .  H o w e v e r ,  t h e  l a c k  o f  

e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  i q  s u p p o r t  o f  t h i s  b e l i e f  i's q u i t e  
- - 

p r o n o u n c e d ,  On t h e  o t h e r  h a n d ,  D a v i e s  a n d  F o t h e r i n g h a m  ( 1 9 8 1 )  

h a v e  shown-  t h a t  t h e ,  a g e q e l a t e d  i n c r e a s e  o f  l i p o f u s c i n  i n  t h e  

% -- - 

s u p r a o p t i c  a n d  p a r a v e n t r i c u l a r  n u c l e i  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  d  s 

n o t  l i m i t  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n e u r o s e c r e t o r y  g r a n u l e s ,  w h i c h  i s  

t h e  *main . f u n c t i o n  o f  t h e s e  c e l l s .  

The  g e n e r a t i o n ,  o f  l i p i d  p e r o x i d e s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  

d e r a i l  by L e i b o v i t z  and  S i e g e 1  ( 1 9 8 0 ) .  L i p i d  p e r o x i d a t i o n  i s  
-- cC/ 

i n d u c e d  by f r e e  r a d i c a l s  p r o d u c e d  d u r l n g  rrerrml- mi t o c h o n d r i a l  - 

r e s p i r a t i o n .  T h e s e  r a d i c a l s  a r e  p r o d u c e d  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  

i n i t i a l  f o r m a t i o n  o f  t h e  - s u p e r  o x i d e  r a d i c a l  (SOR) w h i c h  i s  - 
f o r m e d  f r o m  m o l e c u l a r  o x i g e n  .by { t h e  a d d i t i o n  o f  a  s i n g l e  

* 

63 e l e c t r o n ,  SOR i . s . a c t e d  Opon y  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  (SOD) t o  

p r o d u c e  h y d r o g e q  p e r o x i d e ,  w h i c h  c s n  d e n  r e a c t  w i t h  S O R  t o  

p r o d u c e  t h e  e v e n  more p o t e n t  h y d r o x y  r a d i c a l  (HR), S e c o n d a r y  

I a b s t r a c t i o n  o f  a n  l e c t r o n  a n d  p r o t o n  f r o m  a .  1 i p i d  p e r o x y  

. r a d i c a l  u l t i m a t e l y  l e a d s  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  l i p i d  p e r o x i d e s ,  

The s i g n i f i c a n c e  o f ,  l i p i d  p e r o x i d e s ,  w i t h  re-s"pct t o  c e l l u l a r  



- - - - - -- - -- - 

s e n e s c e n p h ,  i s  t h a t  t h e y  d e c o m p o s e  t o  a l d e h y d e s  w h i c h  c r o s s - 1  i n k  

! -- 

p r o t e i n s ,  l i p i d s  a n d  . n u c l e i ~  a c i d s  ( P l e m i n g ,  - e t  -- a1  9 1 9 8 2 ) .  

A n e i o x i d a n t s  s u c h  a s  b u t y l a t e d  h y d r o x y  t o l u e n e  (BHT) h a v e  

b e e n  i n c l u d e d  i n  t h e  d i e t s  & f  mice  t o  m i n i m i z e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

S O R ,  w i t h  a  s u b s e q u e n t  i n c r e a s e  i n  t h e  mean l i f e s p a n  6f  a b o u t  

2 45% (Harman ,  1 9 6 8 ) .  H o w e v e r ,  i t  i s  n o t  c l e a r  i f  t h i s  was  d u e  t o  .. 
f r e e  r a d i c a l  q u e n c h i n g  o r  i f  t h e  BHT a d v e r s e l y  a f f e c t e d  

a p p e t i t e ,  c a u s i n g  t h e  mice t o  e a t  l e s s .  T h i s  i s  a n  i m p o r t a n t  

c o n s i d e r a t i o n  s i n c e  r e d u c e d  f o o d  c o n s d m p t  i o n  c a n  a l s o  i n c r e a s e  

- - 

mean l i f e s p a n  ( r e v i e w e d  i n  P i n c h ,  6 . A s i m i l a r  s t u d y ,  - 

e m v t a m i n  C a s  t h e  a n t i o x i d a n t  ,, had  n o  e f f e c t  o n  w a n  , 

I 

l i f e s p a n  ( D a v i e s ,  - e t  &. , 1 9 7 7 ) .  

The l a c k  o f  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  e r r o r  o r  

t o x i n  a c c u m u l a t i o n  t h e o r i e s  h a s  s t i m u l a t e d  a n  i n t e r e s t  i n  m o d e l s  
2 

h  a r e  p r i m a r i l y  c e n c e q n e d  w i t h  age-r-e4.a-t-ed ~ k s ~ g e s  ax the -- 

l e v e l .  S u c h  m o d e l s  r e c o g n i z e  t h e  f u n d a m e n t a l  n a t u r e  

o f  t h e  a g i n g  p r o c e s s  a s  b e i n g  d u e  t o  a h i g h l y  i n t e g r a t e d  

s e - n e s c e n c e  pqogram a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l  a n d  n o t  d u e  t o  some 

u n f o r t u n a t e  e r r o r  o r  w a s t e  b u i l d u p .  I n  t h i s  r e g a r d  s e v e r a l  
*. . 

a u t h o ~ s  ( s e e  r e v i e w  by E v e r i t t ,  1 9 8 0 )  h a v e  p r o p o s e d  m o d e l s  

i n v o l v i n g  a n  a g e  r e l a t e d  b r e a k d o w n - s f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
z ,  . 

t h e  B y p e t h a l a m u s  d the e s b e r h e  -rn in S H H R Z & + ~ ~ - -  
1 

4 
m o d e l s  are g e n e r a l l y  referred t~ as the -- 

e 

o r  D i s r e g u l a t i o n  t h e o r i e s . '  T h e s e  t h e o r i e s  s u g g e s t  t h a t  t h p  a g i n g  

of t h e  o r g a n i s m  a s  a w h o l e  Begins w i t h  t h e  senescetree ef t h e  

h y p o t h a l a m u s .  I n t r i n s i c  a g i n e  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  d e c r e a s e s  i t s  

\ 



- - - - - - -- - - - -- - - - - - - -- 

s e n s i t i v i t y  t o  f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  o r  s t i m u l a t i o n  by  c i r c u l a t i n g  
P - - - - - - - - - 

h o r m o n e s .  A n o t a b l e  c o n s e q u e n c e  o'f t h i s  a l t e r e d  t h r e s h o l d  . i n  
n 

mammal ian  f e m a l e s  i s  t h e  l o s s  o f  t h e  r e p r o d u c t i v e  c y c l e ,  

t y p i c a l l y  i n  t h e  s e c o n d  o r  t h i r d  q u a r t e r  o f ' t h e  l i f e s p a n .  
% 

T r a n s p l a n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  t o  t e F t  t h 6  

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  p i t u i t a r y  gland-  o r  t h e  o v a r i e s  may b e  _.' 
J 

r e s p o n s i b l e  f o r  i n i t i a t i n g  the '  o n s e t  o f  m e n o p a u s e .  P e c i l e  -- e t  a l .  

( 1 9 6 6 )  . w e r e  a b l e  t o  show t h a t  p o s t - r e p r o d u c t i v e  f e m a l e  p i t u i t a r y  
- 

g l a n d s  a r e  c a p a b l e  o f  s u p p o r t i n g  p o s t n a t a l  g r o w t h  a n d  
- - --- - 

d e v e l o p m e n t  when t r a n s p l a n t e d  i n t o  a  y o u n g  h o s t .  P e n g  a n d  H u a n g  
a 

( 1 9 7 2 )  h a v e  shown t h a t  t h e  o v a r i e s  f r o m  o l d  r a t s  (16+ m o n t h s )  
L v 

r e g a i n  t h e i r  e s t r u s  c y c l e  ( a s  m o n i t o r e d  b y  v a - g i n a l  s m e a r s )  i f  . . . 
i m p l a n t e d  i n t o  y o u n g  h o s t s  ( 2 - 7  m o n t h s ) .  When p r e p u b e r t a l  

o v a r i e s  were t r a n s p l a n t e d  t o  o l d  f e m a l e  r a t s  more t h a n  8 0 %  o f  

t h e  y o u n g  o v a r i e s  f a i l e d  t o  r e g a i n  t h e 2 r  c y c l e s  e-ven-ttioug% t h e  

c o n t r o l  t r a n s p l a n t s ,  ( y o u n g  o v a r i e s  t o  y o u n g  h o s t s )  w e r e  more 

t h a n  854: s u c c e s s f u l .  T h e y  were a l s o  a b l e  t o  show t h a t  some o l d  

r a t  p i t u i t a r i e s  ( 1 8 +  m o n t h s )  w e r e  c a p a b l e  o f  s u p p o r t i n g  o v a r i a n  

c y c l e s  i n  y o u n g  h o s t s .  

On t h e  o t h e r  h a n d ,  s e v e r a l  s t u d i e - s  c o n c e r  

n e u r o t r a n s m i t t e r s  Dopamine  a n d  n o r e p i n e p h r i n e  h a v e  shown 

t 

s i g n i f i c a n t  a g e - r e z z r t e c i  c t r a n g e s  f n - + h e  mamrna~an~r-afa.ipaafaine 

r a t e  1 i m i t i n g  enzyme t y r o s - i n e  b y d r o x y l a s e .  F i n c h  ( 1 9 7 3 )  a n d  

J o n e c  a n d  F i n c h  ( 1 9 7 3 )  h a v e  o b s e r v e d  s i g n i f i c a n t  r e d u c t  i o n s  i n  

t h e  a m o u n t  and  u p t a k e  ( b y  s y n a p t i c  m e m b r a n e s )  o f  Dopamine  i n  t h e  



. h y p o t h a l a m u s  a p d  s t r i a t u m  o f  a g i n g  mice. T h e y  a l s o  o b e e r v e d  a 
v -  - - 

r e d u c t i o n  i n  t h e  t u r n o v e r  o f  h y p o t h a l a m i c  n o r e p i n e p h r i n e .  A l g e r i '  

e t  a l ,  (1983) f o u n d  a s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  t h e  c o n v e r s i o n  o f  - - 
h. 

t y r o s i n e  t o  Dopamine-  a n d  n o r e p i n e p h r i n e  i n  t h e  h y p o t h a l a m u e  o f  * 
. . 

s e n e s c e n t  r a t s  a n d  t h e y  n o t e d  a  r e g i o n a l  . s p e c i f i c i t y  , i n  t h e  

a g e - r e l a t e d  d e c l i n e  i n  ' t y r o s i n e  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y .  T h i s  

1 a t  t e r  observation had-  p r e v i o u s f  y , b e e n  n o t e d  b y  McGeer a n d  

McGeer ( 1 9 8 1 )  i n  human b r a i n ,  w h e r e  a s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  

t y r o s i n e  h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  o c c u r s  i n  6 a r e a s  o f  t h e  b r a i n  - 

w h i l e  1 1  o t h e r  a r e a s  showed no  c h a n g e  w i t h  a g e .  T h e s e  r e s u l t s  
0 A 

a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  a g i n g  h i e r a r c h y  i m p l i e d  b y  t h e  . - 

h y p o t h a l a m i c  e l e v a p o n  d r  d i s r e g u l a t i o n  t h e o r i e s  a n d  s u g g e s t  

t h a t  t h e  v a r i o u s  t i s s u e s  o f  a n  o r g e n i s i m  may n o t  a g e  u n i f o r m l e y .  

T h a t  i s ,  a n  o r g a n i s m  may r e p r e s e n t  a  m o s a i e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  
- - - - -- - - - 

- + 

r a t e  a t  w h i c h  i t s  v a r i o u s  t i s s u e  a n d  c e l l  t y p e s  a g e .  

H o w e v e r ,  t r a n s p l a n t a t i o n  a n d  n e u r o t r a n s m i t t e r  s t u d i e s  h a v e  
C 

n o t  p r o v i d e d  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  a n  a g i n g  m o s a i c  a t  t h e  c e l l u l a r  

l e v e l .  M o n i t o r i n g  t h e  c e l l  n u c l e u s  o v e r  time b y  a n a l y z i n g  t h e  
, 

i n t e r p h a s e  c o n d e n s a t i o n  p a t t e r n  i s  o n e  way t h a t  t h i s  c o u l d  b e  

d o n e .  T h i s  wou ld  n o t  o n l y  p r o v i d e  a n  e - a t i m a t e  o f  t h e  r a t e  a t  . 
w h i c h  t h e  n u c l e u s  i s  c h a n g i n g  - b u t  w o u l d  a l s o  p r o v i d e  a  g e n e r a l  

- - - - -- -- - -- 

es t ima ' t e  o f  c e l l u l a r  a c t i v i t y .  - T h i s  l a t t e r  e s t i m a t e  i s  b a s e d  o n  
-- - - - - - - - - - 

t h e  s t u d i e s  o f  H a r r i s  (-1967) i n v o l v i n g  t h e  r e a c t i v a t i o n  o f  a v i a n  

r e d  b l o o d  c e l l  n u c l e i  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  e f f e c t s  o n  t h e  
- 

P c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  t h e  c h r o m a t i n ,  a n d  o n  s e v e r a l  s t u d i e s  
-- 

w h i c h  h a v e  d e m o n s t r a t e d  a n  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  



c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  c h r o ~ z a t i n  'and i t , ~  a c t i v i t y  l e v d  W t t a u  

e t  &. , 1964; A s h b u r n e r ,  1 9 7 2 ;  Daneho l t ' ,  1 9 7 5 ;  Lamb and  - 
D a n e h o l t ,  1 9 7 9 ) .  

K o r n b e r g  ( 1 9 7 4 )  and  F e l  s e n f e l d  ( 1 9 7 8 )  h a v e  s u m m a r i z e d  much 

. o f  what  i s  c u r r e n t l y  known a b o u t  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  c h r o m a t i n .  

The b a s i c  s u b u n i t  o f  c h r o m a t i n  i s  t h e  n u c l e o s o m e ,  w h i c h  

o f  2 e a c h  o f  4  h i s t o n e s  (H2A, H23, H 3 ,  H4). ~ e t w e e n  1 4 0  

b a s e  p a i r  ( b p )  o f  D N A  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  n u c l e o s o  

sect ion af DNA cnnnPFting oae z ~ x l e e s a m e  u a B e ~ & =  -===-=--- 

\ 1 
r e f e r r e d  t o  a s  t h e  l i n k e r .  T h e  l i n k e r  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  f i f t h  - P 
h i s t o n e  ( H I ) ,  w h i c h  i% b e l i e v e d  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  

chromosome f o r m a t i o n  d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e  (Renz  e t  a1 1 9 7 7 ) .  - - * ,  

C h r o m a t i n  a l s o  c o n t a i n s  many n o n - h i s t o n e  c h r o m a t i n  (NHC) 

p r o t e i n s  many o f  w h i c h  a r e  b e l i e - v e d  t o  b e  i n v o l v e h n  t h e  - - :- - - -  

c o n t r o l  o f  g e n e  . e x p r e s s i o n  ( S p e l s b e r g  e t  a 1  1 9 7 6 )  a n d  t h e  - -* 9 

a 

m a i n t e n a n c e  o f  chromosome s t  (McKeon et e., 1 9 8 4 ) .  
a' 

. I n t e r p h a s e  c h r o m a t i n ,  i n  a / v a r i e t y  o f  
. - 

c o n d e n s a t i o n  s t a t e s ,  i s  d f v i d e d  i n t o  two b r o a d  c a t a g o r i e s  w h i c h  
-- 

a r e  c h a r a c t e r i z e d  by a l o w  d e n s i t y  of d i f f u s e  c o m p o n e n t  

( e u c h r o m a t i n )  a n d  a  h i g h  d e n s i t y  c 'omponent ,  r e f e r r e d  t o  a s  . 

heterochrdmatia (Hsu,-19h2; B r ~ + ~ ~ + ~ t n F h l - n a a + f n  i s  a 

e c o n s t i t u t  i v e  he  t e r o c h r o m a t  i n  g e n e r , a l l y  c o n s i s t s  o f  h i g h l y  

r e p e t i t i v e  DNA s e q u e n c e s ,  5 s  n o n - c o d i n g  and i s  u e u a l l y  found fn 

$he  c e n t r o m e r i c  r e g i o n s  o f  ch romosomes .  F a c u l t a t i v e  

he t e r o e h r o m a t i n ,  h o w e v e r ,  i s  f o r m e d  by t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  



t h e  d e a c t i v a t i o n  o f  o n e  o f  t h e  X chron tasomes  i n  human a n d  , r a t  

f e b a l e s  i s  s c c o n r p l i s h e d  b y  m a i n t a i n i n g  t h e  chromosome i n  a  

h i g h l y  c o n d e n s e d  s t a t e  d u r i n g  i n t e r p h a s e ,  T h i s  p r o c e s s  i s  

r e f e r r e d  t o  a s  he t e r o c h r o m a t i n i r a t i o n  ( l y o n ,  1 9 7 4 ) .  

S i n c e  i t  is d i f f i c u l t  to d i s t i n g u i s h  between c o n s t i t u t  i v e  

a n d  f a c u l t a t i v e  h e t e r o c h r o m a t i n  a t  t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e  l e v e l  

t h e s e  two t y p e s  o f  c h r o m a t i n  a& r e f e r r e d  t o  s i m p l y  a s  c o n d e n s e d  
d 

c h r u m z c € w  - 3  t tau e t ti3 r%3* -R-er et- ari , *-BMt*- - - - -- - -a -- 
E u c h r o m a t i n  i s  g e n e r a l l y  f o u n d  t o  be t r a n s c r i p t  i o n a l l y  a c t i v e , ?  

w h i l e  t h e  a c t i v i t y  o f  c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  i s  @ i t h e r  n o n e x i s t e n t  
P 

o r  g r e a t l y  r e d u c e d  ( P r e n s t e r  @ g., 1 9 6 3 ;  L i t t a u  et e,, 1 9 6 4 ;  

P a n a r  and N a i r ,  1 9 7 5 ;  M a c l e a n  a n d  H i l d e r ,  1 9 7 7 ) .  The 
5 

E Q ~ E <  s p o n d e n c e  Be tween- t h e  g t t - ~ w a L e a r ~ f + r ~ + + f 4 f a 8 ~ ~ f x h  - - - 

a n d  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t ' e d  t h r o u g h  ' 

O r  u l  t r a s t r u c  t u r a l  s t u d i e s  ( ~ a n e h o l  t ,  1 9 7 5 ;  Lamb and  D a n e h o l t ,  

1 9 7 9 ;  Hamkalo a n d  ~ a t t n e r ,  1 9 8 0 )  a n d  D N A a s e  I d i g e s t i o n  s t u d i e s  
' 

( w e i n t r a u b  a n d  G r o u d i n e ,  1 9 7 6 ) .  
\ 

, 
C o n d e n s a t i o n  o f  c h r o m a t i n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  i n s e c t  f l i g h t  m u s c l e  ( P a n a r  and N a i r ,  1 9 7 5 ) ,  
1 

-dnrfng p ~ - ~ g r - ~ n m m %  d v d e a t h  , o r  a p o p t o s i s  ( W y I l f e  et &, , 

C h r o m a t i n  c o n d e n s a t i o n  a l s o  a p p e a r s  t o  be a s s o c i a t e d  w i t h  
- 

t h e  a g i n g  p r o c e s s .  P h y t i l a  and  Sherman  ( 1 9 6 8 )  a n d  von  Hahn 

( 1 9 7 0 )  d e m o n s t r a t e d  a n  a g e - r e 1  a t e d  i n c r e a s e  i n  the t h e r m a l  



s t a b i l i t y  o f  c h r o m a t i n  when 1 rq 3X r e s i d u a l  h f s t o a e  was left 

i n t a c t ,  . P u r i f i e d  D N A  showed no s u c h  t r e q d .  S u b s e q u e n t l y ,  0' Meara 

a n d  Nermmann (1972) h a v e  shown t h a t  c h r o m a t i n  f r o m  t h e  1 i v e . r  o f  

o l d  m i c e  i s  mored r e s i s t a n t  t o  s a l t  & i s s b c i a t i o n  t h a n  1 i v e r  
.. 

c h r o m a t i n  f r o m  y o u n g  m i c e ,  T r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  was shown t o  
I 

- 

d e c r e a s e  o v e r  t h e  same t i m e  p e r i o d ,  However ,  b i ~ c t r e ~ m i c a l  s t u d i e s  
b 

s u c h  a* t h e s e  a r e  onatrfe t o  p r o v i d e  i n f o r m a t - f a n  oa s p e c f f * ~  c;e3;lr 

t y p e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  c o m p a r i s o n s  a r e  u s u a l l y  r e s t r i c t e d  t o  

e v e n t .  

F a n k b o n e r  (l978), u s i n g  m i c r o s p e c t r o p h o t o m e t r y ,  a t t e m p t e d  

t o  show a n  a g e - r e l a t e d  i n - c r e a s e  i n  t h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  

n u c l e i  f r o m  a  ~ i n g l e ~ ~ c e l l  t y p e  i n  mid-gu t  e f l i t . h e l i u m  f r o m  t h e  
-I 

d e s e r t  l o c u s t ,  , % l h i * $ c e r c a  g r e g a r i a .  R o w e v i r ,  i t  was  n o t  c l e a r  
a 

f r o m  t h i s  s t u d y  w h e t h e r  t h e  o b s e r v e d  c h a n g e  w a s  d u e  t o  

m a t u r a t i o n  - o r  t o  a g i n g ,  I n  a d d i t i o n ,  n u c l e i  were examined f r o n t  

o n l y  two a g e  g r o u p s .  U l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  n e u r o n s  f r o m  t h e  

b r a i n  o f  D r o e o p h i l a  ( M i q u e l ,  1971) a n d  f r o m  t h e  o p t i c  l o b e s  o f  

t h e  s c o r p i o n  f l y ,  P a n o r p a  s u l g a r i s  ( C o l l a t z  and  C o l l a t z ,  1981) 

h a v e  shown a, g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  t h e  

n u c l e i ,  i n  p a r a l l e l  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  bo . th  n u c l e a r  a n d  c e l l  
- - -- -- - 

a r e a ,  No a t t e m p t  was made t o  e x a m i n e  t h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  
-- - 

d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  and  i n  t h e  c a s e  o f  M i q u e l  (1971) o n l y  two 

a g e  g r o u p s  were  e x a m i n e d .  

The  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  was  t o  examine t h e  c o n d e n s a t i o n  

s t a t e  o f  t h r e e  t i s s u e  t y p e s  f r o m  s e v e r a l  a g e  g r o u p s  in, a n  



a t t e m p t  t o  answer t w - e  
- e- 

- '@ c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  

i t  d o e s ,  i s  t h e r e  a n y  

s p e c i f i c  w 3 t h  r e s p e c t  

b a s i c  q u e s t i o n s .  F i r s t ;  doea the 

c e l l  n u c l e i  c h a n g e  w i t h  age a n d  s e c o n d ;  i f  

i n d i c a t i o n  t h a t  t h e  c h a n g e  i s  t i s s u e  

t o  b o t h  t h e  p a t t e r n  a n d  t h e  time course of 

t h e  e v e n t ,  To t h i s  e n d  I have  u s e d  c o m p u t e r  a s s i s t e d  

Feulgen-microspec trophotometry ,  w h e r e b y  a d i g i t a l  image  o f  a 

ce l l  n w l e u s  f s, g e n e r a t e d  w h i c h  can be s u b f e c t e d  to p a t t e r n  - .  

a n a l y s i s  a f t e r  t h e  m e t h o d s  o f  Wied e t  a l ,  ( 1 9 6 8 ) ,  V i d a l  e t  a l .  -- 
d 

( 1 9 7 3 ) ,  ,and Sherwood - e t  a 1  .. ( 1 9 7 6 ) ,  
-- --- 

- - - - - -- - ---- - -- 

The male  h o u s e f l y  was c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y  

' r e a s o n s .  F i r s t ;  a l l  o f  t h e  a d u l t  t i - s s u e s ,  w i t h  t h e  e x c d i o n  o f  - 

t h e  berm l i n e ,  a r e  p o s t - m i t o t i c  ( C l a r k  and  R o c k s t e i n ,  1 9 6 4 ) .  

S e c o n d ;  i t  i s  k n o w n m h a t  t h e  m a l e h o u s e f l y  i s  f u l l y  m a t u r e  1  d a y  

a f t e r  a d u l t  e m e r g e n c e  ( R o c k s t e i n  a n d  B b a t n a g a r ,  1 9 6 6 ;  C l a r k  and  
-- - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - .  st3 

R o c k s t e i n ,  l 9 6 4 ) ,  and t h i r d ;  t h e  a d u l t  ma le  h a s  a  r e l a t i v e l y  

s h o r t  mean l i f e s p a n  w h i c h  c a n  b e  v a r i e d  f ro-m 2 w e e k s ,  w k n -  
.. 

r e a r e d  u n d e r  h i g h  a c t i v i t y  c o n d i t i o n s , .  t o  5-6 weeks  when r e a r e d  
a .  

i n  i s o l a t i o n  ( S o h a l  a n d  D o n a t o ,  1 9 7 8 ) .  
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C r o s s e c t i o n  o f  t h e  b r a i n  f r o m  a  1 - d a y - o l d  a d u l t  F i g u r e  1. 

m a l e ,  & domestics, 
f 

* .  

The s e c t i o n  i s  a n  a n t e r i o r  v i e w ,  midway t h r o u g h  
*' ' 

p a r  s t h e  b r a i n ,  s h o w i n g  t h e  - 

o p t i c  lobes (OL) and a 

i n t e r c e r e b r a l i s  ( P I ) ,  , 

o f  t h e  o m m a t i d i a .  * 

- 
p a r t  

0 

a r e  i n d i c a t e d  by  t h e  C l u s t e r s  o f  t y p e  I1 r r e u r o n s  ... 

a r r o w s .  The t i s b u e  - w a s  f i x e d  - i n  10% b u f f e r e d  
- -  - - -  - - - - - a  

'" 

f o q m a l i n  (pH 7 . 2 )  f o r  l h ,  s t a i n e d  w i t h  S c h i f f ' s  

r e a g e n t  f o r  l h ,  d e h y d r a t e d  and emBedded  i n  

p a r a p l ' a s t  ( p a r a f f i n  wax) .  were c u t  a t  

5 - 0  pm, m o u n t e d .  o n  d e w a x e d ,  
2 

h y d r a t e d  a n d  c o u n t e r - s t a i n e d  f o r  1 m i n u t e  w i t h  
- -- - -- - - - - 

0 . 5 2  F a s t  G r e e n ,  a f t e r  w h i c h a t h e  s e c t i o n s  w e r e  

d e h y r a t e d  , c l e a r e d  i n  xy lene .  and m p u n t e d  in  

P e r m o u n t .  (Mag. 1 3 0 X ) .  





F i g u r e  2 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  a t y p e  I1 n e u r o n  f r o m  

t h e  o p t i c  l o b e  o f  a 1 - d a y - o l d  a d u l t  m a l e ,  

. . - - M e  domestics. 

N u c l e u s  (N) , c e l l  membrane  ( s o l  i d  a r r o w ) .  

I s o l a t e d  b r a i n s  were.  f i x e d  f o r  2h  i n  

K a r n o v s k y ' s  f i x a t i v e  ( 2 5 %  f o r m a l d e h y d e ,  
* 

2 5 %  g l u t a r a l d e h y d e ,  0.2 M s o d i u m  c a c o d y l a t e ,  

0 s 0 4  i n  0.1 M c a c o d y l a t e  b u f f e r  (pH 7 . 2 )  

' f o r  2 h o u r s  a t  4 ' ~ .  The  t i s s u e  w a s  e m b e d d e d  

i n  S p u r r  e x p o x y  m e d i a  a n d  s e c t i o n s  s t a i n e d  w i t h  

Reynolds' l e a d  h y d r o x i d e . - c i t r a t e  ( 4 5 %  w/v 
d .  

- - - - - - - -- 

G a d  N i t r a t e ,  5 . 9 %  w/v ~ o d i u l g    it rate) atid - 
- 

c o u n t e r - s t a i n e d  w i t h  s a t u r a t e d  u r a n y l  a c e t a t e  - 

i n  5 0 %  E t h y l  ~ l c o h o l .  (Mag. 1 8 , 5 0 0 X ) ;  
. -  . 





F i g u r e  3 .  ~ i a ~ r a m a t  i c  s k e t c h  o f  t h e  M a l p i g h i a n  t u b u l e s  

f r o m  t h e  a d u l t ,  M. d o r n e s t i c a ,  i n d i c a t i n g  

t h e  p o i n t  o f  * r i g i n  a t  t h e  v e n t r i c u l a r  (.V) 

p y l o r i c  ( P )  j u n c t i o n .  A n t e r i o r  . i s  t o w a r d s  
I 

t h e  t o p  o f  t h e  p a g e .  ( ~ a g .  5 O X ) . .  
\ 



i 
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? 

F i g u r e  4 .  
. . 

M i c r o g r a p h s  o f  M a l p i g h i a n  t u b u l e s  f r o m  

1 - d a y - o l d  ' a d u l t  male,  M-. d o m e s t i c a ,  

( A )  Whole  m o u n t ,  (B) c r o s s - s e c t i o n  s h o w d  

t h e  p r o f i l e  o f  a  t u b u l e  n u c l e u s .  

A :  I s o l a t e d  t u b u l e s  w e r e  f i x e d  i n .  1 0 %  b u f f e r e d  , 

f o r m a l i n  (pH 7 . 2 )  f o r  l h ,  s t a i n e d  w i t h  S c h i f f ' s  
Q 

r e a g e n t  for l h  a n d  c o u n t e r s t a i n e d  in 0.5% F a s t  

~ r e ' e n  f o r  1 m i n .  ,. f o l l o w e d  b y  d e y d r a t i o n ,  

c l e a r i n g  i n  x y l e n e  a n d  m o u n t i n g  i n  P e r m o u n t ,  -- 
(Mag. 2 2 5 ~ ) .  

B 

B :  Whole abdomen  w a s  f i x e d ,  s t a i n e d  w i t h  

S c h i f f s '  r e a g e n t  as i n  ( A ) ,  d e h y d r a t e d  a n d  

embedded  i n  p a r a p l  a ' s t  ( e m b e d d i n g  w a x ) .  

S e c t i o n s  were c u t  a t  5.0 p m ,  m o u n t e d  o n  

a l b u m i n i z e d  s l i d e s  ,' d e w a x e d  , h y d r a t e d  a n d  

c o u a t e r - s t a i n e d  w i t h  0.1% E b s i n ,  d e h y d r a t e d ,  ; 

c l e a r . e d  i n  x y l e n e  a n d  m o u n t e d  i n  P e r m o u n t .  

(Mag. .1480X). 







w i t h i n  f o u r  h o u r s .  S q u a s h e s  w e r e  a l s o  p r e p a r e d  f r o b  -. 
P 

~ e u l ~ e n - s t a ' i n e d  t e - s g i s  t o  e s t a b l i s h  t h e  p l o i d y  l e v e l s  o f  the 

b r a i n ,  t u b u l e  a n d  m u s c l e  n u c l e i .  The n u c l e i  ' m e a s u r e d  i n  t h e  

b r a i n  w e r e  f r o m  T y p e  I1 o p t i c  l o b e  n e u r o n s  ( d e s c r i b e d  a b o v e ) .  

A l l  r e f e r e n c e  t o  b r a i n  n u c l e i  w i l l  b e  u n d e r s t o o d  t o  mean t h i s  

n e u r o n  e x c l u s i v e l y .  I n  t h e  t u b u l e s ,  n u c l e i  o f  a l l  c l a s s e s  - .  
s - 

e 

p r e s e n t  w e r e  m e a s u r e d  a t  r a n d o m .  A t o t a l  o f  1 5 0  n u c l e i  w a s  

g r o u p ,  w h e r e a s  50  n u c l e i  p e r  a g e  g r o u p  were m e a s u r e d  i n  t h e  

f l i g h t  m u s c l e .  - 
O p t i c  l o b e  s q u a s h e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  LA-males  a s  . 

" 

' d e s c r i b e d  a b o v e .  M a l p i g h i a n  t u b u l e s  a n d  f l i g h t  m u s c l e  w e r e  n o t  * 
0 

p r o c e s s e d .  7 5  n u c l e i ,  f r o m  t y p e  I1 n e u r o n s ,  f r o m  3 i n ~ j v i d u a i s  - 

w e r e  mea*wred p e r  a g e  g r o u p .  A l l  r e f e r e n c e  t o  t i s s u e s  f r o m  t h e  

h i g h  a c t i v i t y  g r o u p  w i l l  b e  s'imply b r a i n ,  t u b u l e  o r  m u s g l e .  ^ -  

M i c r o s p e c t r o p h o t o m e t r y  

A l l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  S c a n n i n g  M i c r o s c o p e  

IRM-lQ33 computers, The diame- a•’ -& &L 

0.5 um. The F e u l g e n - s t a i n e d  n u c l e i  w e r e  s c a n n e d  a t  575 nm u s i n g  

a s t e p -  s i z e  o f  0 . 5  mm. I n  a l l  e a s e s ,  t h e  a g e  o f  t h e  t i s s u e  was 

i 
unknown w h i l e  t h e  s l i d e s  were b e i n g  s c a n n e d .  ib [ 



A -ta1 - & - - i - n - p a t t e r ?  
a 

o f  s e l e c t i n g  a s u i t a b l e  o p t i c a l  d e n s i t y  (O.D.) t h a - t  us11 serve 

a s  a b o u n d a r y  s e p a r a t i n g  n o n c o n d e n s e d  c h r o m a  t i n  (EJCC) f r o m  

c o n d e n s e d  chromatin (CC).  A l t h o u g h  B O W  a u t h o r s  h a v e  a d o p t e d  a  

s i n g X e  b o u n d a r y  s o l u t i o n  ( V i d a l  et &;, 1 9 7 3 ;  She rwood  et &. , 

1 9 7 6 ;  Mello,  1 9 7 8 )  I have n o t  f o u n d  i t  t o  be e n t i r e l y  

s a t i s f a c t o r y  and  i n s t e a d  a d o p t e d  t h e .  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e .  . 
An f n i t i a l  b o u n d a r y  (LEND) s e p a r a t i n g  N C C  f r o m  C C  w a s  

e *I e el ace4 by t k e  ef JFSst1 e a&, ( f 9 7  %) @eg- -&ek - - -- - -- 
f r o m  t h e  1 - d a y - o l d  g r o u p  f o r  e a c h  t i s s u e  t y p e .  N e x t ,  t h e  a v e r a g e  

maximum o p t i c a l  d e n s i t y  (ODMAX) w a s  o b t a i n e h  f o r  e a c h  c e l l  a n d  
t 

p l o i d y  t y p e ,  a n d  f r o m  t h i s  a m i d p o i n t  (ODDMID) b e t w e e n  I B N D  a n d  
\ 

ODMAX w a s  c a l c u l a t e d .  T h i s  p r o c e d u r e  gen r a t e s  t w ~ m a j o r  . .\, - 

c h r o m a t i n  c o m p o n e n t s ;  t h e  n o n - c o n d e n s e d  o r - c l a w  & n a i ~ r a m p a n e a t  
$ r 

(LDC) e x t e n d i n g  f r o m  a n  o p t i c a l  d e n s i t y  orf 0 .02  u p  t o  I B N D ,  a n d  
1 'L 

a c o n d e n s e d  c o m p o n e n ~ ' e . r t ~ e n d i n g  f r o m  IBND t o  2.0.  Tho ~ o n d e n s e d  
-b 

c o m p o n e n t  i s  f u r t h e r  d i & d e d  i n t o  t w o  s u b c o m p o n e n t s ;  t h e .  Medium 
.& - 6,% 

D e n s i t y  C o m p o n e n t , ( ~ ~ C )  e x t e n d i n g  f r o m  I B N D  t d  O D M I D ,  a n d  a H i g h  
s -LI ,, 

D e n s i t y  Comp'onent (HDC) e x t e n d i n g  f r o m  O D M I D  t o  ODMAX. The  

did 
l o c a t i o n  o f  t h e e e  c ' omponen t s  o v e r  a n  o p t i c a l  d e n s i t y  r a n g e  03 

't 

( Non-Condensed  C h r o m a t i n  C o n d e n s e d  C h r o m a t i n  
t 
I - LDC I I D C '  I H D C  I -I------------------------- ----------- ----------- ------ - 

0.02 -, 
I 

I B N D  
I 

O D M I D  
I 

ODMAX 
I 

2 00 
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i,sn~ ~ ~ e r l q z  ria _the d i s t r i b u t i o n s ,  D p r i -  willgquB.T0!-5andp 
- a  

A m b i g u i t y  w i l l  e q u a l  0, T . k  Meri t  v a l u e  w i l l  t h e n  be e q u a l  t o  

1 .(1 ( B a r r e l s ,  1 9 7 9 ) .  'The f e a t u r e s  w i t h  t h e  h i g h e s t  m e r i t  v a l u e s  

a r e  t h e n  u s e d   to^ g e n e r a t e  a t r a i n i n g  s e t  by  a  p r o g r a m  c a l l e d  

LEARN. The t r a i n i n g  s e t  i s  a  c o l l e c t i o n  o f  f e a t u r e  v a l u e s  w h i c h  

& 
s e r v e  a s  d e c i s i o n  b o u n d r i e s  i n  a  c l a s s i f i c a t i o n  p r o c e d u r e .  By 

a p p l y i n g  t h e  d e c i s i o n  b o u n d r i e s ,  a n u c l e u s  c a n  b e  a s s i g n e d  t o  

e i t h e r  a  1 - d a y  o r  1 4 - d a y  g r o u ?  d e p e n d i n g  o n  w h e t h e r  t h e  . 

cerresponding Ceature vahle far that p a z t i a d e r  nudeas  is 

g r e a t e r  o r  less t h a n  t h e  d e c i s i o n  b o u ' n d a r ~ .  T o  i l l u s t r a t e ,  

c o n s i d e r  a 1 - d a y  and  1 4 - d a y  g r o u p  a n d  t h e  f e a t u r e  TQHDC ( t o t a l  

O..D. o f  t h e  h i g h  d e n s i t y  c o m p o n e n t  a s  q p e r ' c e n t :  o f  t o t a l  n u c l e a r  

DNA). A .  h y p o t h e t i c a l  a n a l y s i s  s h o w s  t h a t ,  TOHDC a c c o u n t s  f o r  1 0 %  
. - 

o f  t o t a l  D N A L  i n  t h e  1 - d a y  g r o u p  a n d  30% i n_" the -14 -day  g r o u p .  The  
t 

- 

k 
p r o g r a m  LEARN e v i l u a t e  s k e  f r e q u e n c y  d i s k r  i b u t  i o n  o f  TQHDC f o r  

b o t h  gro ;ps  s i m u l t a n e o u s l y  a n d  d e c i d e s  t h a t  t h e  b e s t  d e c i s i o n  , 

b o u n d a r y  i s  a  TOHDC o f  -12%. A d e c i s i o n  r u l e  c o u l d  t h e n  b e  a s  

f o l l o w s :  a s s i g n  t h e  n u c l e u s  t o  t h e  1 4 - d a y  g r o u p  w'hen TOHDC i s  " 

g r e a t e r  t h a n  1 2 % ,  o t h e r w i s e  a s s i g n  i t  t o  t h e  1 - d a y -  g r o u p .  The  

f e a t u r e  s u s e d  i n  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  p r o c e d u r e  were e x t r a c t e d  

from t h e  h i g h  & n s i t y  c o - q o n e n ~ .  - - -  



I .  R E S - U L S  ---* - - - A --- 

The s u r v i v a l  c u r v e s  f o r  t h e  h i g h  a c t i v i t y  ( R A )  a n d  how 
- 

a c t i v i t y  (LA) g r o u p s  a r e  . s h o w n  i n  F i g .  5. T h e  HA-males h a d  a * , 

mean and  maximum l i f e s p a n  o f  1 4  a n d  3 4  d a y s  r e s p e c t i v e l y .  The 
9 

m o r t a l i t y  o f  t h e  m a l e s  a t  1 4  d a y s  . i s  70% i n c r e a s i n g  t o  90% b y  - 

d'ay 1 7 .  The LA-males  h a d  a mean and maximum l i f e s p a n  o f  4 1  a n d  

6 4  d a y s  r e s p e c t i v e l y .  l his g r o u p  d i d  n o t  r e a c h  70% m o r t a l i t y  \. 

9 

u n t i l  d a y  4 6 ,  i n c r e a s i n g  t o  90% a t  d a y  6 0 .  

a n d  e ' v e n t u a l  l o s s  o f  t h e  w i n g s  ( R o , c k s t e i n  a n d  B r a n q t ,  1 9 6 3 ) .  50% 

o f  t h e  HA-males  w e r s  g r o u n d e d  d u e  t o  t h e  l o s s  o f  o n e  o r  b o t h .  \ 
3 

w i n g s  by d a y  6 ,  i n c r e a s i n g  t o  80% b y  d a y  8 .  The LA-males  

r e t a i n e d  b o t h  ' ~ i ? g s . : ~ n t i l  d a y  1 0 ,  w i t h  5 %  l o s i n g  o n e  o r  b a t - h  ' 

w i n g s  b e t w e e n  d a y  1  and  d a y  1 4 -  ( F i g .  6 . ) .  

F i g .  7 s h o w s  t h &  t o t a l  D N A  c o . n t e n t  ( e x p r e s s e d  a s  l o g Z  o f  
~. 

t o t a l  O.D,) o f  t h e  b r a i n ,  m u s c l e  a n d  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  4  a g e  " 

g r o u p s .  The t y p e  I1 n e u r o n s  a r e  d i p l o i d ,  s i n c e  t h e  a v e r a g e  O . D .  

v a l u e  i s  d o u b l e  t h a t  o f  t h e  h a p l o i d  s p e r m a t i d  n u c l e i ,  w h e r e a s  
. - 

a t h e  m u s c l e  n u c l e i  a r e  t e t r a p l o i d .  The t u b u l e s  c o n s i s t  o f  4 

p l o i d y  c l a s s e s  o f  8 C ,  1 6 C ,  64C and  1 2 8 C  n u c l e i .  The s h i f t  i n  t h e  

p r o p o r t i a n s  o f  64C a n d  128C nuclei hexmen day 4 a d  d a y  143s - - 

p r o b a b l y  due t n  the f a c t  that the male Mat- cnnkhu~ -- 

i n d i v i d u a l s  . w i t h  v a r i a b l e  p r o p o r t i o n s  o f '  t h e s e  t w o  p l o i d y  n * 
L 

e l a s s e s  ( T a b l e  1 1 . -  

S o h a l  ( 1 9 7 4 )  h a s  i d e n t i f i e d  t h r e e  d i s t i n c t  c e l l  t y p e s  . 

(I,II,III) m a k i n g  u p  t h e  t u b u l e  a n d  a  f o u r t h  c e l l  t y p e  ( t y p e  I V )  



makingsup the ducts, T h e  m e a s u r g m z B n t s  sf tntal.0.-D-? frclmthe A- 

?.., * . 
t u b u l e  n u c l e i  ( F i g .  7 )  i n d i c a t e  t h a t  - c e l l  t y p e ' s  I 1  mand I V  

c o r r e s p o n d  t o  a n  8 C  a n d  16C p l o i d y  c l a s s  n u c l e u s r -  w h i l e  T y p e  I 

a n d  T y w  c o r r e s p o n d  t o  64C a n d  128C n u c l e i .  T h e  a s s i g n m e n t  

o f  c h e s e  p l o i d y  c l a s s e s  i s  t e n t a t i v e ,  a s  S o  a 1  ( 1 9 7 4 )  d i d  n0.t  '\ 3 
m e a s u r e  D N A  c o n t e n t  b u f  . o n l y  r e f e r s  t o  g e n e r a l  s i z e  d i f f e r e n c e s .  

*? - .,- 

I n  a d d i t i o n ,  I h a v e  f o u n d  f o u r  d i s t i n c t  p l o i d y  c l a s s e s  i n  t h e  

t u b u l e  ( F i g .  7 )  w h i c h  c o u l d  mean t h a t  t h e  t y p e  I 1  c e l l  h a s  b o t h  

8 C  a n d  IS-C n u c l e i ,  or c h a t  €hem t y p e  IV eel1 i s  not r e s t r i c t e d  C u  
'7 

t h e  d u c t  a s  ~ o i a l  ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t s .  C o n s i d e r i n g  t h e  r a r i t y  o f  t h e  -,- 

1 6 C  c l a s s  i n  t h e  t u b u l e  ( s e e  F i g .  7 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  S o h a l  
e 

( 1 9 7 4 )  r o u l d  h a v e  o v e t l b o k e d  i t  i n  h ' i s  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s ,  

The 64C a n d  128C n u c l e i  r a n g e  i n  d i a m e t e r  f r o m  2 5  t o  45  'um a n d  

t h e  8C a n d  16C n u c l e i  a r e  b e t w e e n  1 0  a n d  1 2  urn. T h f e e  p r i n c i p l e  - - 

c e l l  t y p e s  c a n  b% s e e n  b u l g i n g  f r o m  t h e  t u b u l e  i n  t h e  s c a n n i n g  

e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  shown i n  ( F i g .  8 ) .  
' 5  * 

S o h a l  ( 1 9 7 4 )  o b s e r v e d  a . r a n d o m  d i s t r i b u t i o n  % f  c e l l  t y p e s  

I, 11 a n d  I11 a l o n g  t h e  t u b u l e ,  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  

w a s  e x a m i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  by r e c o r d i n g  b o t h  t h e  t o t a l  

O.D. a n d  r e l a t i v e  p o s i t i o n  o f  e a c h  n u c l e u s  i n  t u b u l e s  f r o m  t;o 

i n d i u i d u ~ a l s ,  T h e  p o s l ' t i o n  of t h e  8C and 166 class ms r e c a r d e d  - - 

/' 

in only one af t h e ' t w o  arms, T h e  resu l t s  CE& 9 & m  - -- 

t h a t  w h i l e  t h e r e  i s  some t e n d e n c y  f o r  t h e  6 4 C  and  128C n u c l e i  t o  
/ 

a p p e a r  a s  c l u s t e r s ,  b h e y  a r e  d i s t r i b u t e d  a l o n g  t h e  e n t i r ' e  l e n g t h  

o f  t h e  t u b u l e .  . 
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L . 
Z i g u r e  5. S u r v i v a l  c u r v e s  f o r  h i g h  a c t i v i t y  ( @ )  a n d  ' .  

l o w .  a c t i v i t y  ( 0 )  a d u l t  m a l e ,  Em d o m e s t i c a .  

The c u r v e  f o r  t h e  h i g h  a c t i v i t y  g s o u p  i s  

a n  a v e r a g e  f r o m  f o u r  c o l o n i e s  r e p r e s e n t i n g  

a t o t a l  o f  1 2 3 3  a d u l t  m a l e s .  T h i s  g r o u p  

was r e a r e d  i n  l a r g e  (3'.1 l i t e r )  n y l o n  

mesh c a g e s  w i t h  a b o u t  3 0 0  m a l e s  a n d  3'00 

f e m a l e s  p-er c a g e .  The c u r v e  f o r  t h e  l o w  

a c t i v i t y  g r o u p  ips b a s e d  on 20 a d u l t  m a l e s ,  

' each  r e a r e d  i n  s e p a r a t e  s m a l l  ( 3 4 0  k c ) "  

n y l o n  mesh c a g e s .  

The mean l i f e s p a n s  a r e  1 4  and 4'1 d a y s ,  
- - - 

r e s p e c t i v e l y  f o r  t h e  h i g h  and ' l o w  a c t i v i t y  . 

g r o u p .  The means  ( 8 )  a r e  c a l c u l a t e d  f r o m -  

t h e  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  ( W e i n b u r g  and 

S h u m a k e r ,  1 9 7 4 )  : 

) X = 0.5 + C f x  / N 

where  f x  = t h e  number o f  i n d i v i d u a l s  d y i n g  

on a  g i v e n  d a y  t i m e  s t h e  number  

a n d  N 
- -- -..- 

= t o t a l  , - number o f  i n d i v i d u a l - s a i n  
' 0 

t h e  p o p u l a t i o n .  



AGE ( DAYS) 



/ F i g u r e . 6 .  The p & r c e n t  o f  a d u l t  m a l e ,  d o m e s t i c a  t h a t  

have  l o s t  o n e  o r  bo-th w i n g s  w i t h  a g e .  The 

number o f  i n d i v i d u a l s  s cored '  p e r  d a y  i s  g i v e n  

.a 
i n  p a r e n t h e s e s - .  

High a c t i v i t y  g r o u p  (75 ' ) .  

0 Low a c t i v i t y  g r o u p  ( 2 0 ) .  
-- 



AGE (DAYS) 



F i g u r e  7 .  F r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  DNA 

n u c l e i  o f  b r a i n  ( o p e n  b a r ) ,  

( h a t c h e d -  bar ) 'apd  M a l p i g h i a n  
- - -  

o f  a d u l t  male, M. d o m e s t i c a ,  d e t e r m i n e d  by 

F e u l g e n - m i c r o s p e c  t rophotome  t r y .  Numbers o f  

n u c . l e i  measured f o r  e a c h  t i s s u e  a r e  g i v e n  i n  

p a r e n t h e  s e  s .  B r a i n  (l5O), f l i g h t  m u s c l e  ( 4 5 ) ,  
,-- 

t u b u l e  ( 1 0 0 ) .  

B C.: 8 - d a y - o l d  

D :  1 4 - d a y - o l d  





The r e f a t f v e  
0 -  

p r o p o r t f u n s  uf 64e a d  l 2W nuclei prtrlictuL--frrp ---- 

t u b u l e s  o f  h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  male, t h e  ~ a l ~ f i i ~ i a n  

M .  d o m e s t i c a .  - 

p e r c e n - t a g e  s . s f  a p p r s x i a a t e f  y 2 0  n t l c l e  i The  s a l e  v a l u e s  a r e  

p e r  i n d  i v i d u a l  . Each a g e  gr-oup c o n s 4 s t s  o f  f o u r  ( A , B , C , D )  

i n d  i v i d u a l  s .  



8 
F i g u r e  8. S c a n n i n g  e 1 , e c t r o n  m i c r o g r a p h  a - T a T p i g h i a n  

t u b u l e  f r o m  a n  a d u l t  m a l e ,  M. domestics/ * 

The m i c r o g r a p h  s h o w s  a p o r t i o n  o f  o n e  p a i r  o f  

t u b u l e s - ( T )  a t t a c h e d  t o  t h e  d u c t  ( D )  "and l y i n g  - -. . 
o v e r  t h e  g u t  ( G ) .  T h r e e  p r i n c i p a l  c e l l  sizes 

c a n  b e  s e e n  b u l g i n g  f r o m  t h e  t u b u l e .  (Mag. 1&OX). 
I 

*. Whole abdomen  w a s  f i x e d  f o r  1 h o u r  i n  1 0 %  f o r m a l  i n ,  

d e h y d r a t e d  t h r o u g h  a n  a l c o h o l  a n d  amyl  a c e t a t e  

-- - 

s e r i e s  a n d  c r i t i c a l  p o i n t  d r i e d .  A r r o w s  i n d i c a t e  

< 
t h e  v a r i o u s  c e l l -  t y p e  8. 









c h a n g e s  w i t h  a g e  i n  t h e  6 4 C  c l a s s  b u t  n o t  i n  t h e  8 C  c l a s s  

( T a b l e s  2 a n d  3) .  A s i g n i f i c a n t  HDC c o n d e n s a t i o n  e v e n t  o c c u r r e d  

i n  t h e  128C c l a s s  b e t w e e n  d a y  8 a n d  d a y  1 4 ,  w i t h  n o  c h a n g e  

b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  8. ( T a b l e -  4 ) .  H o w e v e r ,  p s i n c e  t h e  . v e r y  
* 

* 
l a r g e  s i z e  o f  thex$e e u c l d i  p r e d i s p o s e s  t h e m  t o  p o s s i b l e  ." 

. 7  

d i s t o r t i o n  d u r i n g  p r e p a r a t i o n ,  n o  c o n c l u s i o n  i s  b e i n g  d r a w n  frpm 

t h i s  e v e n t  o r  t o  a n y  e v e n t  o c c u r i n g -  f n  t h e  MDC ( T a b l e  5 ) .  The 

f6C c l a s s  w a s  n o t  a n a l y z e d  d u e  t o  f t s  r a r i t y  (Plg. 7). 
1 

T h e r e f o r e ,  u n l e s s  t h e  p l o i d y  c l a s s  i s  e x p l i c i t l y  s t a t e d ,  f u r t h e r  

r e f e r e n c e  t o  t u b u l e  n u c l e i  w i l l  b e  u n d e r s t o o d  t o  mean t h e  64C 
I 

c l a w  o n l y .  

~ o t a T  O.D._+s a  i u n c t i o d  o f  a g e  i n  b r a i n ,  m u s c l e  a n d  t u b u l e  

n u c l e i  i s - s h o w n  i n  Fig. 1 0 ,  T o t a l  O,D. k s  ne€ c h a n g e  
a 

s . i g o i f i c a n t l y  i.n ' t he  b r a i n  (P > 0.05), a l t h o u g h  a  s l i g h t  

( 1 0 - 1 2 % )  b u t ' s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  o c c u r r e d  i n  t h e  m u s c l e ,  8C, 

6 4 C  a n d  128C t u b u l e  ' n u c l e i  (P < 0 . 0 5 ) .  

The r e l a t i v e  p / o p o r t i o n s  o f  t h e  LDC, I D C  a n d  RDC i n  t h e  f 
b r a i n  n u c l e i  a r e  shown i n  F i g .  11A. O n l y  4 a g e  g r o u p s  a r e  shown 

r 

i n  t h i s  F i g u r e  f o r  c l a r i t y .  A t  d a y  1 t h e  b r a i n  n u c l e c i  c o n t a i n  

a p p r o x i m a t e l y  36X L b C ,  461 E D C  a n &  27% RDC. These p r o p o r t i o n s  

g h a n g e  s i g n f f i c a n t l y  by b a y  4 w I t h  a r e d u c t z o n  I n  Z D C  a n d  FnTC t o  

1 7 X  and 3 0 %  r e s p e c t i v e l y  (P < 0 . 0 1 ) .  T h i s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

h i g h l y  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  HDC t o  n e a r l y  50% o f  t o t a l  D N A  (P 

< 0 . 0 1 ) .  The d a y  4 p r o p o r t i o n s  r e m a i n  u n c h a n g e d  t h r o u g 6 > o  d a y  



I 

T a b l e  2 

, F f e a n s ' a n d  Arandard d e v z a t f o n s  ( S D )  fdr t h e  m e c t l u m  e e n i g  

c o m p o n e n t  ( M D C )  o f  8C M a l p i g h i a o  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  high' 

a c t i v i t y  a d u l t  male, M. d o m e s t i c a .  

TOMD C 37.8  + 10.2 - 

8  d a y  1 4  d a y  

- TAMDC 26.5 + 1 0 . 5  3 8 . 9  + 20.6 - - 

C D I  

N O C  

D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t h r e e  a g e  g r o u p s ,  f o r  a n y  f e a t u r e ,  

i s  n o t  s i g n i f i c a n t  ( P  > 0.05).  (TOMDC, TAHDC) t o t a l  O . D .  and  

t o t a l  a r e a  o f  M D C  a s  a p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e a r  O . D .  and t o t a l  

n u c l e a r  a r e a ,  r e s p e c t i v e 1  y .  (CDI)  a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  M D C  f r o m  
i 

c h e  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s ,  a s  a p e r c e n t a g e  o f  h u c l e a r  r a d i u s .  
•’. 

( K O C )  t h e  number o f  YDC c l u s t e r s ,  ( S f )  s y m m e t r y  i n d e x  o f  MDC 

c l u s t e r s  and ( Q S I )  t h e  number  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  by MDC.  



f T a b l e  3 

c o m p o n e n t  ( ~ D c )  o f  8 C  M a l p i g h i a n  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  h i g h  

" a c t i v i t y  a d u l t  m a l e ,  &. d o m e s t i c a .  

1 d a y  8 d a y  1 4  d a y  
F e a t u r e  

Mean + SD Mean + SD Mean + SD - - - 

TOHDC 6.1 + 7.0 -9 .7  + 8.8 1 1 . 6  + 7.4 

TAHDC 2 .8  + 3 .9  5.4 + 5 . 5  5.9 + 4.1 

N O C  

Q S I  - 1.5 + 0.7  1 . 4  + 0.4  1*.7 + 0.9 

~ i i f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t h r e e  a  r o u p s ,  f o r  a n y  f e a t u r e ,  

i s  n o t  s i g n i f i c a n t  (P > 0 . 0 5 ) .  H D C ,  TAHDC) t o t a l  O .D.  a n d  

t o t a l  a r e a  o f  H D C  a s  a p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e a r  O . D .  t o t a l  

n u c l e a r  a r e a ,  r e s p e c t i v e l y .  ( C D I )  a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  H D C  f r o m  

t h e  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s ,  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  n u c l e a r  r a d i u s .  

c r o f  H D C  c l u s t e r s ,  ( S I )  s y m m e t r y  i n d e x  o f  H D C  

c l u s t e r s  and  ( Q S I )  t h e  n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  H D C .  



. ,- , 

7 * 
3  3  

T a b l e  4  - - - 

' 
M e a n s  a'nd- s t a ~ d a r d  d e v i a t i o n s  f SD) f e ~  t&-+&gbd+~s*g---- 

c o g o n e n t  ( H D C )  o f  1 2 8 C  M a l p i g h i a n  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  h i g h  . 

'. 
1 d a y  4  d a y  8 d a y  1 4  d a y  

F e a t u r e  
Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD 

TOHDC 9 .9  + 8 . 8  1 0 . 8  + 7.9 8 .2  '+ 6 . 6  1 8 . 5  + 9.3* 

TAHDC 5 . 3  + 5 , 5  5 . 8  + 4 . 9  4.1 + 3 .4  9 . 4  + 5.3* * 

rn - - - - 

N O C  . 1 4 . 8  + 7 . 8  1 4 . 0  + 7.0 1 1 . 9  + 6 .4  17 .9  + 7.9 

The  ' * '  i n d i c a t e s  a  significant d L f f e r e n c e  ( P  < 0 . 0 5 )  when 

t h e  f e a t u r e  i s  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  p r e c e e d i n g  a g e  g r o u p .  

(TOHDC, TAHDC) t o t a l  O . D .  a n d  t o t a l  a r e a  o f  H D C  a s  a p e r c e n t  

o f  t o t a l  n u c l e a r  O . D .  and  t o . t a l  n u c l e a r  a r e a ,  r e s p e c t i v e l y .  

( C D I )  a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  H D C  f r o m  t h e  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s ,  

a s  a  p e r c e n t a g e  o f  n u c l e a r  r a d i u s .  (NOC) t h e  n u m b e r  o f  H D C  

c l u s t e r s ,  ( S I )  s y m m e t r y  i n d e x  o f  H D C  c l u s t e r s  a n d  ( Q S I )  t h e  

n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  by H D C .  



T a b l e  5 

M e a n s  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  (SD)  f o r  t h e  m e d i u m  d e n s i t y  

c o m p o n e n t  (MDC) o f  1 2 8 C  M a l p i g h i a n  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  h i g h  

1  d a y  4  d a y  8 d a y  1 4  d a y  
F e a t u r e  

Mean + SD Mean + SD Mean + SD Mean + SD 

TOMDC 4 6 . 9  +12.7  , 5 3 . 8 - +  6 .9*  5 2 . 4  + 1 0 . 3  4 7 . 0  + 7.9 - - - - 

TAHDC 

C D  I- 

N O C  

The ' * ' - i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  (P < 0 . 0 5 )  when 

t h e  f e a t u r e  i s  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  p r e c e e d i n g  a g e  g r o u p .  ' 

(TOMDC, TAMPC) t o t a l  O . D .  a n d  t o t a l  a r e a  o f  M D C  a s  a p e r c e n t  
- 

o f  t o t a l  n u c l e a r  O . D .  a n d  t o t a l  n u c l e a r  a r e a ,  r e ~ p e c ~ t i v e l y .  

(CDI) a v e r a g e  s t a n c e  o f  M D C  f r o m  t h e  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s ,  

=.J 
2s a p e r c e n t a g e  \ n u c l e a r  r a d i u s .  (NOC) t h e  n u m b e r  o f  M D C  

, c l u s t e ? s ,  ( S I )  s y m m e t r y  i n d e x  o f  M D C  c l u s t e r s  a n d  (QSI) t h e  

n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  by MDC.  



Figure 1 0 .  A v e r a g e  T o t a l  n u c l e a r  D N A  ( e x p r e s s e d  a s  

Log2 o f  t o t a l  O.D. )  a s  a f u n c t i o n  o f  

,age i n  h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  m a l e ,  M. d o m e s t i c a .  

128C t d b u l e  

1' 6 4 C  t u b u l e . .  

0 8C t u b u l e  

$ M u s c l e  

0 B r a i n  
0 

I 
A l l  p o i n t s  r e p r e s e n t  t h e  . m e a n  - + s t a n d a r d  

.. 
r d e v i a t i o n .  



- AGE (DAYS) C 



T h e  d o m i n a n t  c o m p o n e n t s  i n  t h e  t u b u l e  n u c l e i  a t  d a y  1 ( F i g .  
s 

1 1 B )  a r e  L D C - d  M D C ,  e a c h  a c c o u n t i n g  f o r  a p p r o x i m a t e l y  4 5 %  o f  
-> -6- 

t o t a l  D N A .  A s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  L D C  t o  2 0 %  o c c u r s  by d a y  4 

(P < 0 . 0 1 ) .  T h i s  r e d u c t i o n  i n  L D C  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a 

s i g n i f i c a n t  i y r e a s e  i n  M D C  t o  60% a n d  H D C  t o  1*8% (P < 0 . 0 1 ) .  - 
T h e  H D C  f r a c t i o n  d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  t o  53% b y  d a y  8 (P < 

0 .01 )  w h i l e  H D C  i n c r e a s e s  t o  2 9 %  f P  < 0 . 0 1 ) .  T h e  L D C  d o e s  n o t  

c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y r  b e t w e e n  d a y  - 4  a n d  d a y '  8 .  T h e  p r o p o r t i o n s  o f  ' 

/ 

t h e s e  t h r e e  c o m p o n e n t s  r e m a i n '  u n c h a n g e q  b e t w e e n  d a y  8 a n d  d a y  1 4  

T h e  d o m i n a n t  c o m p o n q n t  i n  t h e  m u s c l e  n u c l e i  a t  d a y  1 i s  t h e  

L D C  ( F i g .  l l C ) ,  w h i c h  a c c o u n t s  f o r  o v e r  5 0 Z  o f  t o t a l  D N A ,  w h i l e  

H D C  a n d  H D C  a c c o u n t  f o r  3 2 %  a n d  11X r e s p e c t i v e l y .  T h e  a m o u n t  o f  

H D C  d o e s  n o t  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  1 4  ( P  > 

'P A s l i g h r  b u t  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  M D C  o c c u r s  b e t w e e n  

y i and day 4 i P < 0 . 0 5 )  , a n d  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n ,  

L D C  f r o n !  5 4 2  t o  n e a r l y  6 0 3 .  T h e  a m o u n t  o f  Y D C  i n c r e a s e s  

s i g n i f l c a n t i y  !P < 0 . 0 1 )  b e t w e e n  d a y  4 a n d  d a y  8 a n d  a g a i n  

b e t w e t r .  d a y  8 a n d  d a y  1 4 ,  w h e n  i t  a c c o u n t s  f o r  402 o f  t o t a l  D N A .  

T h i s  i n c r e a s e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  p r o p o r t i o n a l -  d e c r e a s e  i n  L D C  

t o  4 C Z '  o f  t o t a l  D N A  by  d a y  1 4 .  

- ~ 

S u b s e q u e n r  r e s u l r s  f r o m  r h e  H A - g r o u p  'will b e  c o n c e r n e d  with 

- a  c l o s e r  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  BDC f r o m  t h e  b r a i n  a n d  t u b u I e ,  a n d  

t h e  ! l D C  f r o m  t h e  m u s c l e , .  W i t h  t w o  e x c e p t i o n s  ( d e s c r i b e d  b e l o w ) ,  

3 

h e  magnitude o f  c h a n g e  i n  t h e  M D C  o f  t h e  b r a i n  a n d  t u b u l e  

' T a b l e s  6 a n d  i s  n e g i i b l e  c o m p a r e d  t o  t h e  H D C .  H D C  f r o m  t h e  



F 3 g u r e  11. R e l a t i v e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  l o w  d e n s i t y ,  LDC 

, = ( o p e n  b a r ) ,  m e d i u m  d e n s i t y ,  MDC ( h a t c h e d  b a r )  

a n d  h i g h  d e n s i t y ,  HDC ( s o l i d  b a r )  c o m p o n e n t s  i n  

. b r a i n  ( A ) ,  6 4 C  t u b u l e  ( B )  a n d  f l i g h t  m u s c l e  ( C )  

n u c l e i  f r o m  h i g h  a c t i v i t y  a d b l t  m a l e ,  M. 
* 

domestics. T h e  a m o u n t  o f  e a c h  c o m p o n e n t  i s  

e x p r e s s e d ' a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  D N A .  

A :  The ref a z i v e  proportions sf LDC, MDC and HDC 

c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  i n  b r a i n  

n u c l e i  b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  4 w i t h  n o  

s i g n i f i c a n t  c h a n g e  (P > 0.05)  b e t w e e n  d a y  4 

a n d  d a y  1 4 .  

B :  T h e -  p r o p o r t i o n s  o f  LDC, M D C  a n d  HDC c h a n g e  

significantly ( P  < 0 . 0 1 )  i n  tubule n u c l e i  

b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  8 ,  w i t h  n o  s i g n i f i c a n t  

c h a n g e  ( P  i 0 . 0 5 )  b e t w e e n  d a y  8 a n d  d a y  1 4 .  

C :  T h e  p r o p o r t i o n s  o f  L D C ,  M D C  a n d  H D C  c h a n g e  

s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 ; 0 1 )  I n  f l i g h t  m u s c l e  - -  

n u c l e i  t h r o u g h o u t  t h e  1 4  d a y  i n t e r v a l .  

T h e  b r a i n  a n d  t u b u l e  n u c l e i  e x h i b i t  a p r o g r e s s i v e  

i n c r y a s e  i n  t h e  c o n d e n s a t i u n  state, whereas rke  

b e f o r e  i t  i n c r e a s e s .  





M e a n s  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  (SD)  ' f o r  t h e  m e d i u m  d e n s i t y  

c o m p o n e n t  (MDC) o f  b r a i n  n u c l e i  f r o m  h i g h  a c t i v i t y  adult 
* 

- * 

m a l e ,  g. d o m i s t i c a .  

1 4  d a y  1 d a y  4  d a y  8 d a y  
F e a t u r e  

Mean + SD - 
---------- 

Mean + SD 
- 

---------- 
Mean + SD Mean + SD 

TOMD C 

- TAMDC 

N O C  

The ' * '  i n d i c a t e s  a s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( P  < 0 . 0 5 )  when' 
\ 

t h e  f e a t u r e  i s  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  p r e c e e d i n g  a g e  g r o u p .  
- $' 

(TOHDC, TAMDC)  t o t a l  O.D. a n d  t o t a l  a r e a  o f  MDC a s  a p e r c e n t  
& 
/ 

o f  t o t a l  n u c l e a r  O . D .  a n d  t o t a l  n u c l e a r  a r e a ,  r e s p e c t i - v e l y .  

( C D I )  'average  d i s t a n c e  of X D C  frnm the r rn re r  nf rbe nuclellb, 

a s  a p e r c e n t a g e  o f  n u c l e a r  r a d i u s .  ( N O C )  t h e  n u m k r - o f  _MDC 
. l 

c l u s t e r s ,  ( S I )  s y m m e t r y  i n d e x  o f  M D C  c l u ' s t e r s  a n d  ( Q S I )  t h e  

n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  H D C .  



M e a n s  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( S D )  f o r  t h e  m e d l u m  d e n s i t y  

c o m p o n e n t  (MDC) o f  64C M a l p i g h i a n  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  h i g h  

a c t i v i t y  a d u l t  m a l e ,  H. domestics. 

1 d a y  4 d a y  8  d a y  1 4  d a y  
F e a t u r e  

. Mean + SD Mean + SD Mean -t SD Mean + SD 
- - - - 

. 
TAMD C ' - . 3 3 , . 5 ^ ' 9 ~ 3 ? 2 ,  51.6 + 8 . 2 *  4 8 . 3  + 1 1 . 2  4 6 . 6  + 9 . 6  - - r -  - 

NOC 

d 

S I 

-. - 
(TOMDC, T A M D C )  t o t a l  ' O . D .  a n d  t o t a l  a r e a  o f  M D C  a s  a  p e r c e n t  

o f  t o t a l  n u c l e a r  O.D. a n d  t o t a l  n u c l e a r  a r e a ,  r e s p e c t i v e l y ,  

L C D I )  a v e r a g e  d i s tance  of W C  fro= the E--F e f  fhe ~WK* 
P - 

a s  a p e r c e n t a g e  o f  n u c l e a r  r a d i u s .  [ N Q C J  the ~ u ~ a b e r - i d  

: l u s t e r s ,  {ST) s y m m e t r y  i n d e x  o f  M D C  c l u s t e r s  e n d  (QSI) t h e  

n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  MDC. 



M e a n s  and s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  (SD) f u r  the h i g h  density 
- 
componeet (HDC) o f  flight muscle nuclel i  f r o m  h i g h  a c t i v i t y  

TOHDC 12.9 + 9.0 13.4 + 6.1 17.1 +13.2 16;3 + 9 - 9  
- - - - 

- 
TAHDC- " 5 i 5  + 4.8 , 4.7  + 2 . 8  7.8 + 6.7 7.8 + 6.0 - - - - 

C D  I 74.5 + 1 3 . 9  7 2 . 5  + 1 9 , 9  67.6 + 1 3 + 9  6 6 . 5  + 2 2 . 9  - - - - - 
N O C  3.5  + 2.3 3 . 1  + 1 - 8  2.9 -+ 1.7 3.2 + 1.8 

D i f f e r e n c e s  between t h e  f o u r  a g e  g r o u p s ,  i o r  a l l  f e a t u r e s ,  ' 

a r e  not s i g n i f i c a n t  (P > 0 . 0 5 ) .  (TOHDC, TAHDC) t o t a l  O . D .  a n d  

t o t ' a l  a r e a  o f  H D C  a s  a p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e a r  0.0. a n d  r o t a 1  
1 

n u c l e a r  a r e a ,  r e s p e c t i v e l y .  (CDI) a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  H D C  f rom 

t h e  c a k t e r  bf t h e  n u c l e u s ,  its a , ' p e r c c n t a g e  o f  n u c l e a r ,  r a d i u s .  
- 

(NOC) t h e  number o f  H D C  c l u s t e r s ,  ( S I )  s y m m e t r y  i f i d e x  o f  H D C  

c l u s t e r s ,  and ( Q S I )  the  number  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  H D C .  



m u s c e l  nuclei d i d  n o t  change s i g n i f i c a a t l y  w i t h  age (Table 8 ) .  

F i g .  1 2 A  s h o w s  t h e  t o t a l  O . D .  o f  t h e  H D C  ( T O H D C )  w i t h  age 
- ,  

-d 

i n  t h e  b r a i n .  a n d  t u b u l e  n u c l e i .  T O H D C  i n c r e a s e  s s i g n i f i c a n t l y  i n  

t h e  b r a i n  f r o m  2 0 . 8 %  o f  t o t a l  D.NA i h  t h e  4-hour g r o u p  t o  a  

maximum o f  4 8 . 4 %  by  d a y  4 (P < 0 . 0 1 ) .  T O H D C  i n c r e a s e s  

s i g n i f i c a n t l y  i n  rhe  tubule n u c l e i  a s  w e l l  (P C 0.01), from 7.6% 

i n  t h e  1 - d a y  g r o u p  t o .  a  maximum o f  2 9 . 1 %  b y  d a y  8 ( F i g .  1 2 A ) .  

The t o t a l  a r e a  o c c u p i e d  b y  HDC ( T A H D C ) ,  i n c r e a s e s  

s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  i n  t h e  b r a i n  f r o m  7 . 9 %  i n  4 - h o u r - o l d .  

f l i e s  t o  2 2 - 2 2  b y  d a y  4 (Fig, 1 2 B ) .  T A H D C  i n c r e a s e ?  

s i g n i f i c a n t l y  ( P  < " 0 , 0 1 )  i n  t h e  t u b u l e s  f r o m  3 .5% a t  d a y  1  t o  

1 8 . 7 X ' b y  d a y  8 ( F i g .  12B), T A H D C  a n d  T O H D C  d o  n o t  c h a n g e  

s i g n i f i c a n t l y  after d a y  4 in t h p  b r a i n ,  a n d  a f t e r  d a y  8 i n  t h e  

t u b u l e  ( P  > 0 . 6 5 ) .  * .  

T o t a l  n u c l e a r  a r e a  ( T N A )  i n  t h e  t u b u l e  a n d  b r a i n  d e c r e a s e s  

s f g n l f i c a n t - l y  (P < 0.01) i n  p a r a l l e l  v i t h  t h e  I n c r e a s e  i n  t h e  1 

a m o u n t  o f  H D C  ( F i g .  ! 2 C  a n d  1 2 D ) .  T h e  t u b u l e s ,  h o w e v e r ,  show a n  

i n c r e a s e  i n  t h e  amount o f  H D C  b e t w e e n  d a y  4 and d a y  8 ( F i g ,  
I 

i Z A ) ,  w h i l e  t h e  t o t a l  n u c l e a r  a r e a  r e m a i n s  c o n s t a n t  o v e r  t h i s  

c i m e  p e r i o d ,  T h i s  may be d u e  i n  p a r t  t o  t h e  f a c t  t h a t  b o t h  MDC 

T w o  d i m e n s i o n a l  s y m m e t r y  a n a l y s i s  o f  t h e  c o n d e n s a ~ i o m  e v e n t  

s h o w s  ~ h a c  r h e  distriburion of t h e  HDC b e c o m e s  more syanteCrica1  
* 

v i r h  a g e  i n  b o t h  r h e  b r a i n  a n d  t u b u l e  n u c l e i  ( F i g . ,  1 3 A ) .  The 

s ' y m m e ~ r p  i n d e x  ! S i )  f o r  t h e  4 - h o u r - o l d  f l i e s  i n c r e a s e s  

/ 



F i g u r e  1 2 .  H D C  a n d  g l o b a l  f e a t u r e s  f o r  b r a i n  a n d  6 4 C  t u b & l e  

n u c l e i  f r o m  t h e  h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  . m a l e ,  

M .  d o m e s t i c a .  - 
A l l  p o i n t s  r e p r ' e s e n t  t h e  mean + S . E .  - 
A :  T o t a l  O.D. o f  H D C  (TOHDC) 

B: T o t a l  A r e a  o f  H D C  (TAHDC) 

6 :  ~ o t a l  n u c l e a r  a r e a  (TNA) o f  t u b u l e  n u c l e i  

D :  T o t a l  n u c l e a r  a r e a  (TNA) o f  b r a i n  n u c l e i .  

b r a i n ,  t u b u l e .  

'-7 Image f e a t u r e s  ( A , B ) ,  g l o b a l  f e a t , u r e s  (C,D)- 

A n a l y s i s  s u m m a r y :  TOHDC a n d  TAHDC i n c r e a s e  

s i g n i f i c - a n t l y -  ( P  < 0 . 0 1 )  i n  t h e  b r a i n  a n d  t u b u l e  
i 

' n u c l e i  b e t w e e n  d a y  t a n d  4 and b e t w e e n  day 1 and 

d a y  8 ,  r e s p e c t i v e l y .  No s i g n i f i c a n t  c h a n g e  

( P  > 0 .05)  o c c u r s  b e t w e e n  d a y  4 a n d  1 4  i n  t h e  b r a i n  

a n d  b e t w e e n  d a y  8 a n d  1 4  1% t h e  t u b u l e .  B r a i n  a n d  

t u b u l e  T N A  d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  (P < 0 . 0 1 )  

b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  4 ,  w i t h  n o  . s i g n i f i c a n t  c h a n g e  
/ 

( P  > C.,r35) b e t w e e n  d a y  4 a n d  d a y  1 4 .  



AGE (DAYS! 



s i g n i f i c a n t l y  f r o m  a v a l u e  o f  0 . 4 8  ( i n d i c a t ' i n g  a n  a s y m m e t r i c  

* 

d i s t r i b u t i o n )  t o  4 . 6  b y  d a y  4 (P < 0 . 0 1 ) .  S I  a l s o  i n c r e a s e s  

+ 
s i g n i f i c a n t l y  i n  t h e  t u b u l e  f r o m  0 . 2 7  a t  d a y  1 t 'o  a maximum o f  . 
2 . 2 6  b y  d a y  8  ( P  $ 0.01). 

0 
T h e  a c t u a l  n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  HDC (QSI) f o r  

e a c h  a g e  g r o u p  i s  ' shown  i n  F i g .  13B.  The '  H D C  i n  t h e  ' b r a i n  n u c l e i  

i m s t r i c t e d  t o . e s s e n t i a l l ' y  1 q u a d r a n t  i n  t h e  4 - h o u r  g r o u p ,  
i 

s p r e a d i n g  t o  o c c u p y  2 . 7  q u a d r a n t s  by d a y  4 (P < 0 . 0 1 ) .  T h e  

s p r e a d  b f  t h e  HDC i n  the r d u l e  nuclei i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h a t  o f  

c h e  b r a i n ,  i n  t h a t  i t  o c c u p i e s  1 . 8  q u a d r a n t s  a t  d a y  1  a n d  d o e s  

n o t  a t t a i n  -a .maximum o f  2 . 6  q u a d r a n t s  u n t i l  d a y  8 ( P  < 0 . 0 1 ) .  S I  

a n d  Q S I  d o  n o t  c h a n g e  s i g n i f i c a n ' t l y  a f t e r  d a y  4 i n  t h e  b r a i n ,  

a n d  a f t e r  d a y  8 i n  t h e  t u b u l e  ( P  > 0 . 0 5 ) .  

H D C  a p p e a r s  a s  a p p r o x i m a t e l y  1  c l u s t e r  i n  t h e  b r a i n  n u c l e i  

a n d - .  i n  t h e  t u b u l e  n u c l e i .  T h i s  d o e s  n o t  c h a n g e  w i t h  
9 '  

a g e  ( P  > C . 0 5 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  n u m b e r  o f .  M D C  c l u s t e r s  i n  t h e  

b r a i n  n u c l e i  a l s q  r e m a i n s  c o n s t a n t  w i t h  a g e  ( T a b l e  6 ) .  H o w e v e r ,  

3 D C  a p p e a r s  i n  t h e  t u b u l e  n u c l e i  a s  2 7  d i s t i n c t  c l u s t e r s  i n  t h e  

1 - d a y  g r o u p ,  b u t  d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  t o  5 
I 

s e p a r a t e  c l u s t e r s  by d a y  4 ,  r e m a i n i n g  c o n s t a n t  u p  t o  d a y  1 4  i 
I 

( F i g .  1 3 C ) .  F i g .  13D s h o w s  t h e  d i s t a n c e  ' o f  t h e  c l u s x e r s  f r o m  t h e  

P g e o r w ~ r i c  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s  ( C D I ) .  C D I  o f  t h e  m e d i u m  a n d  
/ 
/ h i g h  d e n s i t y . c o m p o n e n t s  i n  t h e  t u b u l e  n u c l e i  i s  u s u a l l y  a b o u t  

6 0 2  o f  t h e  n u c l e a r  r a d i u s  a n d  t h i s ,  d o e s  n o t  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y ,  
- - C 4' 

s ; i ~ h  a g e .  C D I  f o r  t h e  M D C  a n d  H D C  i n  t h e  b r a i n  n u c l e i  d o e s  s h o w  

s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  w i t h  a g e .  T h e  d i s t a n c e  t h e  D C  c l u s t e r s  

. 



F i g u r e  1 3 .  Symmet ry  and c l u s t e r  f e a t u r e s  i n  b r a i n  a n d  

64C t u b u l e  n u c l e i  f r o m  t h e  h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  

m a l e ,  - M .  domestics\ 

A l l  p o i n t s  r e p r e s e n t  . t h e  mean 2 S.E. 

A:  The s y m m e t r y  i n d e x  o f  H D C  ( S I ) .  

b r a i n ,  rn - t u b u l e .  + 

B :  The n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p p i e d  b y  H D C  ( Q S I ) .  

b r a i n ,  t u b u l e .  

C :  The n u m b e r  o f  med ium d e n s i t y  c 1 u s t e . r ~  (MDC). 
-% 

@ b r a i n ,  83 t u b u l e .  

D :  M D C  a n d  H D C  c l ' u s t e r  d i s t a n c e  i n d e x  ( C D I ) .  
Q 

0 b r a i n  M D C ,  b r a i n  H D C .  

A n a l y s i s  summary :  S I  a n d  QSI  i n c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y  

( P  < 0 . 0 1 )  i n  b r a i n  a n d  t u b u l e  n u c l e i  b e t w e e n  - 

d a y  1 a n d  4  and  b e t w e e n  d a y  1 a n d  8 ,  r e s p e c t i v e l y . '  

No s i g n i f i c a n t  c h a n g e  ( P  > 0 . 0 5 )  o c c u r s  b e t w e e n  

d a y  4 a n d  d a y  8 .  The n u m b e r  o f  M D C  c l u s t e r s  ' 

d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  i n  t u b u l e  

n u c l e i  b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  4 ,  w i t h  n o  c h a n g e  

b e t w e e n  d a y  4 a n d  8 (P > 0 . 0 5 ) .  The n u m b e r  o f  

MDC c l u s t e r s  i n  b r a i n  n u c l e i  d o e s  n o t  c h a n g e  w i t h  

- a g e  (P > 0 . 0 5 ) .  C D I  ( o f  b r a i n  M D C  and  HDC) s h o w s  
d 

s i g n i f i c a n t  c h a n g e  b e t w e e n  d a y  1 a n d  4  (P < 0.01).  



(DAYS) 



f r o m  t h e  n u c l e a r  c e n t e r  i s  4 7 %  o f  t h e  n u c l e a r  r a . d i u s .  i n  t h e  

4 - h o u r  g r o u p  a n d  i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  t o  58% b y  d a y  *4 (P < 

0 . 0 1 ) .  C D I  o f  H D C  i s  5 0 %  i n  - t h e  4 - h o u r  g r o u p ,  d e c r e a s i n g  

s i g n i f i c a n t l y  r o  3 8 % - b y  d a y  4  ( P  < 0 . 0 1 ) .  T h i s  r e p r e s e n t s  a 
r 

c o m p l e m e n t a r y  s h i f t  w h e r e  t h e  H D C  d i s p l a c e s  t h e  M D C  t o w a r d  t h e  

p e r i m e t e r  a s  i t  m o v e s  t o w a r d  t h e  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s .  O n c e  i 
I 

, t h i s  s h i f t  i s  c o m p l e t e ,  t h e  b r a i n  n u c l e u s  c o n t a i n s  a  c o r e  o f  

h i g h  d e n s i t y  c h r o m a t i n ,  w i t h  a  s u r r o u & n g  s h e l l  o f  m e d i u m  

b %% 
d e n s i t y , a a d .  p t j s s i b l p  l o w  d e n s i t y ,  c h r o m a t i n .  

F i g .  1 4 A  s h o w s  t h e  t o t a l .  O . D .  o f  t h e  M D C  i n  f l i g h t  m u s c l e  , 

n - u c l ' e i .  M D C  i n  t h e  f l i g h t  m u s c l e  a c c o u n t s  f o r  41  . 9 %  o f .  t o t a l  D N A  

a t  d-ay 1 ,  b u t  d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  t o  3 7 . 4 %  b y  d a y  4  ( P  < 
8 

0 . 0 5 ) .  A s i g n i f i c a n t  ( P  < 0 . 0 1 )  i n c r e a s e  t o  4 5 . 8 %  i s  o b s e r v e d  

b e t w e e n  d ,ay  4 a n d  d a y . 8 ,  a n d  a g a i n  b e t w e e n  d a y  8 a n d  d a y  1 4 ,  a t  

w h i c h  t i m e  i-t a c c o u n t s  f o r  n e a r l y  4 3 %  o f  t o t a l  D N A .  T N A  ( ~ i g .  

1 4 B )  d o e s  n o t  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  d a y  1 a n d  d a y  4 ( P  > 

0 .05) -  b u t  , d o e s  d e c r e a s e  s i g n i f i ~ a n t l y  b e t w e e n  d a y  4  a n d  d a y  8 ( P  

- < 0 . 0 1 ) .  The d e c r e a s e  i n  M D C  b e t w e e n  d a y  1 ? n d  d a y  4 ,  w i t h  a 

f!'. p a r a l l e l  i n c r e a s e  i n  L D C  ( F i g .  1 1  1 ,  ' i n d i c a t e s  t h e  o c c u r e n c e  o f  

a d e c o n d e n s ? t l o n  e v e n t  d u r i n g  t h i s  p e r i o d .  D e c o n d e n s a t i o n  

by  r e c o n d e n s a t i o n  i s  a l s o  e v l d e n t  l n  K O C  ( F i g .  1 4 C )  a n d  

P 4 D ) .  A s  t h e  d e c o n d e n s a t i o n  e v e ; t  precedes, N G C ,  

i n c r e a s e s  s i g f t i f i e a n r l y  (f < f + , D i )  f r o n  'F.6 a t  d a y  1 rci I f  . 4  by 

d a y  4 .  T h i s  i s  a c c o m p a n i e d  b y  a s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  S I   fro^ 

1.8 a t  d a y  1  t o  1 . I  bLY d a y  4 !P < 0.01). M D C  o c c u p i e s  

a p p r o x i m a t e l y  3 q u a d r a n t s  a t  d a y  1 a n d  h a s  a CD-T o f  a b o u t  
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- > 
w ,  

6 7 % .  N e i t h e r - o f  t h e s e ' f e a t u r e s  c h a n g e  vfttr age (P > 0 . 8 5 )  . 
. . 

F 15A s h o w s  t h e  L D C ,  MDC a n d  HDc i n  t h e  b r a i n  f r o m  t h e  

l o w  a c t i v i t y  g r o u p .  T h e  p r o p o r t i o n s  a t  d a y  1  i n  t h e  b r a i n  o f  t h e  

L A - g r o u p  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  1 - d a y  b r a i n  o f  t h e .  H A - g r o u p .  A 

s i g n i f i c a n t  s h i f t  o ~ c u r s  i n  t h e  b r a i n .  o f  t h e  L A - g r o u p  b e t w e e n  -?. 

d a y  1  a n d  d a y  4 a s  i t  d o e s  i n  t h e  b r a i n  o f  t h i  H A - g r o u p  ( F i g .  

1 5 B ) ,  b u t  t h e  a m o u n t s  o f  H D C  a t  d a y  4 a n d  d a y  1 4  a r e  

s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  l e s s  t h a n  t h o s e  i n  t h e  H A - g r o u p ,  

i n d i c a t i n g  a  l o w e r  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  i n  t h e  b r a i n  n u c l e i  o f  t h e  

L A - g r o u p  d u r i n g  t h i s  p e r i o d .  T h e  d a y  4  p r o p o r t i o n s  i n  t h e  b r a i n  

o f  t h e  L A - g r o u p  r e - u i a i n  u n c h a n g e d  t h r o u g h  t o  d a y  1 4  ( P  > 0 . 0 5 ) .  

T a b l e  9 s h o w s  t h e  y a l u e s  f o r  a d d i t i o n a l  i m a g e  f e a t u r e s  i n  

t h e  1 - d a y  t o  1 4 - d a y  H A  a n d  LA g r o u p s .  T h e r e  a r e  f e w  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  H A  a n d  LA g r o u p s  a t  d a y  1  b u t  s e v e r a l  

s i g n i f i c a n t  d l f f e r e n c e s  o g e u r  b y  d a y  4 a-nd d a y  1 4 .  T o t a l  n u c ~ ~ a ' r  

a r e a  i s  s i g n i f i c a n t l y ,  g r e a t e r  i n  t h e  L A - g r o u p  a t  d a y  4 ,  b u t  i s  

n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  H A - g r o u p  a t  d a y  1 4 .  A t  da.y 

4 a n d  d a y  1 4 ,  t h e  b r a i n  n u c l e i  o f  t h e  L A - g r o u p  h a v e  
m 

s i g n i f i c a n t l y  l e s s  HDC w h i c h  d i s p l a y s  a n  a s y m m e t r i c  d i s t r i b u t i o n  

p a t t e r n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a  d a y  1  n u c l e u s  f r o m  e i t h e r  t h e  LA o r '  

H A  g r o u p .  

t T a b l e s  1 0  a n d  11 s h o w  t h e  t r a i n i n g  s e t s  f o r  t h e  h i g h '  

a c t i v i t y  b r a i n  a n d  t u b u l e ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  M e r i t  v a l u e s  f o r  

e a c h  f e a t u r e  u s  d a r e  a l s o  s h o w n .  T h e s e  v a l u e s  r a n g e  f r o m  0 t o  '3 f 

1 .  G e n e r a l l y ,  d i s c r i m i n a t i o n  i s  h i g h  when  t h e  f e a t u r e  h a s  a 
1 



- 
F i g u r e  1 5 .  The  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  l o w  d e n s i t y ,  LDC 

( o p e n  b a r ) ,  m e d i u m  d e n s i t y ,  M D C  ( h a t c h e d  b a r )  

a n d  h i g h  d e n s i t y ,  KBC ( s o - l i d  b a r )  c o m p o n e n t s  i n  II 

. . 
4 

b r a i n  n v c l e i  f r o m  t h e  a d u l t  m a l e ,  & d o m e s t i c a .  
- 
- 

A :  Low a c t i v i t y  ( L A )  g r o u p .  

B :  H i g h  a c t i v i t y  (HA) g r o u p .  

A n a l y s i s  s u m m a r y :  T h e .  r e 1  a t  i v e  p r o p o r t  i o n s  o f  LDC, 

M D C  a n d  H D C  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 1 )  

b e t w e e n  d a y  1 a n d  4 i n , b o t - h  t h e  LA a n d  H A  g r o - u p s ,  

w i t h  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  ( P  > 0 . 0 5 )  b e t w e e n  

d a y  4 a n d  d a y  1 4 .  C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t h e  H A  a n d  

LA g r o u p s  s h o w  t h a t  the a m o u n t '  o f  t h e  t h r e e  

c o m p o n e n t s  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a t  

d a y  1 ( P  > 0 . 0 5 )  b u t  t h a t  t h e  d a y  4 a n d  d a y  1 4  - 
p r o p o r t i o n s  o f  M D C  a n d  H D C  a r e  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t  ( P  < 0 . 0 1 ) .  T h e  b r a i n  n u c l e i  o f  t h e  

L A - g r o u p  h a v e  r e l a t i v e l y  l e s s  H D C  by  d a y  4 a n d  1 4 ;  
* 

a s  c o m p a r e d  t o  t h e  H A - g r o u p ,  a n d  i s  t h e r e f o r e  i n  a 

l o w e r  c o n d e n s a t i o n  s t a t e .  



1 4 14 
AGE (DAYS) 



T a b l e  9  

A c o m p a r i s o n  o f  b r a i n  n u c l e i  o f  a d u l t  m a l e ,  M. domestics f r o m  
e 

h i g h  (HA) a n d  l o w  (LA)  a c t i v i t y  g r o u p s .  
- 

1 d a y  
F e a t u r e  

LA H A  . 
4 - d a y  1 4  d a y  

T N A  5 7 . 4  5 9 . 0  5 0 . 6  4 7 . 9 * *  4 4 . 9  4 6 . 5  

. - 
TAHDC 8 . 9  1 0 . 3 * ,  1 5 . 9  2 2 . 2 * *  1 8 . 9  2 4 . 3 * *  - 

-. -- 

CDI 4 8 . 9  

N O C  1 . 2  

S I 0 . 5  

* ( P  < 0 . 0 5 )  * *  ( P  < 0 . 0 1 )  

(TNA) t o t a l  n u c l e a r  a r e a ,  (TAHDC) t o t a l  a r e a  o f  H D C  a s  a 

p e r c e n t  o f  t o t a l  n u c l e a r  a r e a ,  ( C D I )  a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  M D C  

f r o m  t h e  c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s ,  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t  o f  

n u c l e a r  r a d i u s ,  (NOC) t h e  n u m b e r  o f  M D C  c l u s t e r s ,  ( S I )  

s y m m e t r y  i n d e x  o f  M D C  c l u s t e r s  a n d  (QSI) t h e  n u m b e r  o f  

q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  M D C .  



>5 , 
-. 

PL 50 ; 

T a b l e  1 0  
- 

T r a i n i n g  s e t  f o r  the ' 1 - d a y  a n d  1 4 - d a y - o l d  b r a l n  n u c l e i  

f r o m  t h e  h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  * m a l e ,  &. d d m e s t i c a .  
'P1 - 

Ima g e  F e a  t ' u r e  Merit  Dec i s i o n  D e c i s i o n  
Baoundary  Rul e 

T o t a l  n u c l e a r  a r e a  0 . 5 2 9  -. 6 1  - 5 0  A 

T o t 3 1  0 . D  of HDC 

T o t a l  a r e a  ' o f  H D C  - 

' .  c l u s t d r  d i s t a n c e  

S y m m e t r y  i n d e x  

Q u a d r a n t  s y m m e t r y  0 . 6 2 0  1 . 1 4  B 

T h e  m e r i t  v a l u e  w i l l  r a n g e  f ro -m 0  f o  1 a n d  r e p ' r e s k n t s  a n  

e s t i m a t e  o f  how w e l l  t h e  f e a t u r e  d i s c r i m i n a t e s  b e t w e e n  t h e  

t w o  g r o u p s .  G e n e r a l l y ,  d i s c r i m i n a t i o n  i s  h i g h  when t h e  
Y 

f e a t u r e s . h a v e  m e r i t  v a l u e s  g r e a 1 t e r  t h a n  0 . 5 .  

D e c i s i o n  r u l e s :  

A I f  t h e  f e a t - u r e  v a l u e  i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  d e c i s i o n  

b o u n d a r y  a s s i g n ' t h e  n u c l e u s  t o  t h e  1 - d  a y - o l d  g r o u p .  

B I f  t h e  f e a t u r e  v a l u e  i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  d e c i s i o n  

/ b o u n d a t y  assign t h e  n u c l e u s  t o  t h e  1 4 - d a y - o l d  



T a b l e  1 1  

T r a i n l n g  s e t  f o r  t h e  1 - d a y  a n d  1 4 - d a y - o l d  6 4 C  M a l p i g h i a n  

t u b u l e  n u c l e i  f r o m  t h e  h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  m a l e ,  - M .  d o m e s t i c a .  

T o t a l  n u c l e a r  a r e a  
* 

Total a r e a  o f  H D C  

i T h e  m e f i t  v a l u e  f t ' i f l  r a n g e  f r o m  O to f and r e p r e s e n t s  a n  

e s t i m a t e  o f  how well t h e  f e a t u r e  d i s c r i m i n a t e s  b e t w e e n  t h e  
P ' . . * 

t w o '  g r o u p s .  G e n e r a l l y ,  d i s c r i m i n a t  i o n  i s  h i g h  w h e n  t h e  

f e a t u r e s  h a v e  m e r i t  v a l u e s  g r e a t e r  t h a n  0 . 5 .  

D e c i s i o n  r u l e s :  

A I f  t h e  f e a t u r e  v a l u e  i $  g r e a t e r  t h a n  t h e  d e c i s i o n  

b o u n d a r y  a s s i g n  t h e  n u c l e u s  t o  t h e  1 - d a y - o l d  g r o u p .  

B I f  t h e  f e a t u r e  v a l u e  i s  g r e a t e r  t h a n  t h e  d e c i s i o n  

b o u n d a r y  a s s i g n  t h e  n u c l e u s  t o  t h e  1 4 - d a y - o l d  g r o u p .  



m e r i t  v a l u e  g r e a t e r  t h a n  0.5. C l a s s . i f i c a t i o n s  b a s e d  o n  t h e s e  
0 

t r a i n i n g  s e t s ,  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 2 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  

g u s c l e  w a s  n o t  d o n e  d';e t o  t h e  b i p h a s i c  n a t u r e  o f  t h e  

c o n d e n s a t i o n  e v e n t .  T h e  c l a s s i f i c a t i o n ' s  s h o w  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  
f 

t h e  b r a i n  n u c l e i  h a v e  s t a b i l i z e d  a n d  p r o d u c e d  a  homogeneous 
. . 

p o p u l a t i o n  b y  t h e  f o u r t h  d a y .  8 2 %  o f  t h e  8 - d a y  g r o u p  a n d  8 6 %  o f  

t h e  4 - d a y  g r o u p  w e r e  c l a s s i f i e d  w i t h  t h e  1 4 - d a y  g r o u p ,  w h i l e  9 4 %  
I 

o f  t h e  4 - h o u r  g r o u p  w a s  c l a s s i f i e d  w i t h  t h e  1 - d a y  g r o u p .  

C f  a s s i f i c a r i o n  o f  t h e  2 - d a y  group s h o w s  t h a t  o n l y  6 7 %  c a n  b e  i 

c l a s s i f i e d - w i t h  t h e  1 - d a y  g r o u p ,  r e f l e c t i n g  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  

n u c l e i  a r e  - i n  a s t a t e  o f  c h a n g e  t h r o u g h o u t  t h i s  p e r i o d . ,  - 
C l a s s i f i c a t i o ' n  o f  t h e  t u b u l e  n u c l e i  s h o w s  t h a t  8 4 . 4 %  o f  t h e  

* 
4 - d a y  n u c l e i  w e r e  c l a s s i f i e d  w i t h  t h e  1 4 - d a y  g r o u p ,  w h i l e  62.5% 

o f  t h e  4 - d a y  h u c l r i  weye  c l a s s i f i e d  w i t h  t h e  1 4 - d a y  n u c l e i .  

C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  b r a i n  f r o m  t h e  L A - g r o u p ,  u s i n g  t h e  

H A - g r o u p  t r a l n i n + y s e t  f r o m  T a b l e  1 0 ,  s h o w s  t h a t  64X o f  t h e  4 - d a y  
B 

L A - g r o u p  a n d  60X o f  t h e  1 4 - d a y  L A - g r o u p  a r e  c l a s s i f i e d  w i t h  t h e  

1 - d a y  H A - g r o u p ,  i n  c o n t r d s t  t o  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  4 - d a y  

H A - g r o u p  & h e r e  o n l y  1 4 %  a r e  c l a s s i f i e d  w i t h  t h e  1 - d a y  H A - g r o u p .  - 
t 

C o m p u t e r i z e d  i m a g e s  o f  6 4 C  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  t h e  I - d a y  a n d  

1 4 - d a y  g r o u p  a r e  s h o w n  i n  F i g .  i h .  T h e s e  n u c l c i  w e r e  s e l e c t e p y  

a p r o g r a r c  w h i c h  t t v a l u a ~ r  s a l l  n u  3 l e i  i n  e a c h  g r o u p  w i t h  r e s p e c t  

+ - - h a w  ~ i e f  1 r h e y  r e g r ~ s e n r  r h e  g r s u p  mean I n  a f f  f e a t u r e s  

, c r . r - l d c r r c i .  The  g e n e r a l  t r t n d s  ~ n v o l v l n g  t o t a l  n u c l e a r  a r e a ,  M D C  

3 z e  3 D f  3 r e  z i e a r i v  e s i c i e n r .  



T a b l e  1 2  . 

C l a s s i f i c a t i o n  o f  b r a i n  a n d  - 6 4 C  t u b u l ' e  n u c l e i  f r o m  h i g h  

a n d  l o w  a c t i v i t ;  ( H A ,  L A )  a d u l t  m a l e ,  E. d b m e g t i c a .  

Group A ge 
C l a s s i f i c a t i o n  

" H A - t  u b u l  t. 1 -d,a y -  l c ? O . O f  ( \ . O X  

H A - t  u b u l  c 1 4 - d a y  1 9  .-ti:: ~1.0% 

L P . - B r a i r :  i - d a y  9 6 . 0 7  4 .  O X  

, L A -  B r a i n  4 - d a y  



F i g u r e  1 6 .  C o m p u t e r i z e d  i m a g e s  o f  6 4 C  t u b u l e  n u c l e i  f r o m  

h i g h  a c t i v i t y  a d u l t  m a l e ,  M. d o r n e s t i c a ,  w h i c h  
h 

a f e  r e p r e s e n t a u v e  o f  t h e  1 - d a y  ( A )  a n d  1 4 - d a y '  

( B )  g r o u p s .  T h e s e  i m a g e s  were s e l e c t e d .  b y  a  

p r o g r a m  t h a t  e v a l u a t e s  a l l  n u c l e i  i n  e a c h  age  

g r o u p  w i t h  r e s p e c t  t o  how w e l l  t h e y  r e p r e s e n t  

t h e  g r o u p  m e a n  i n  a l l  f e a t u r e s  c o n s i d e r e d .  T h e s e  

i m a g e s  s h o w  t h e  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  t o t a l -  " 

n u c l e a r  a r e a ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  

H D C ,  t h e  c h a n g e  i n  t h e  H D C  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  

a n d  t h e  d e c r e a s - e  i n  t h e  n u m b e r  o f  M D C  c l u s t e r s .  

- 
Ti L D C ,  ffl M D C ,  H D C .  





DISCUSSION 

A g e - r e l a t e d  s t u d i e s  o f  c e l l  n u c l e i  h a v e  f r e q u e n t l y  b e e n  

c o n c e r n e d  w i t h  t o t a l  D N A  c o n t e n t  o r  t h e  s t r u c t u r a l  a n d  

5 u n c t i o n a l  p r o p e r t i e s  o f  c h r o m a t i n .  T h e  v a r i d u ;  s t u d i e s  

c o n c e r n e d  w i t h  t o t a l  D N A  c o n t e n t  o f  a  g i v d  c e l l  t y p e  h a v e  

f a i l ' e d  t o  show a-, s i g n i f i c a n t  c h a n g e  w i t h  a g e  i n  human  b r a i n  

o r  i n  r a t  b r a i n ,  k i d n e y  ( E n e s c o ,  1 9 6 7 ) ,  a n d  l i v e r  

( ~ e d i k n d    old stein, 19-78) .  

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h r e e  d i f f e r e n t  t i s s u e s  w e r e  e x a m i n e d ,  

r e p r e s e n t i n g  f i v e  p l o i d y  c l a s s e s .  No e v i d e n c e  c o u l d  b e  f o u n d  f o r  

a s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  D N A  c o n t e n t  i n  a n y  o f  t h e s e  t i s : ; u e s .  

T h i s  i s  s o  d e s p i t e .  t h e  f a c t  t h a t  n w e i  f r o m  t h e  m u s c l e  a n d  . 
1 

t u b u l e s  s h o w e d  a  1 0 - 1 2 % ' % e d u c t i o n  i n  t o t a l  o p t i c a l  d e n s i t y  w i t h  
a 

a g e .  T h i s  r e d u c t i o n  i s  b e 1  t o  b e  t h e  r e s u l t  o f  d e c r e a s e d  

\ 
a c i d  l a b i l i t y  o f  t h e  D N A ,  a s  a c o n s e q u e n c e  o f  t h e  c o n d e n s a t i o n  

e v e n t  ( B r a c h e t  e t  a l . ,  1 9 6 8 ;  B a d r ,  1 9 7 2 ) .  T h i s  w o u l d  h a v e  t h e  -- 
e f f e c t  o f  r e d u c i n g  t h e  a m o u n t  o f  a p u r i n i c  a c i d  f o r m e d  d u r i n g  t h e  

h y d r o l y s i s  s t e p  o f  t h e  F e u l g e n  r e a c t i o n ,  t h e r e b y  l o p e r i n g  t h e  , 

t o t a l  O . D .  o f  t h e  n u c l e u s  w i t h o u t  a n  a c t u a l  l o s s  o f  D N A .  

T h e r e  w a s  a l s o  n o  e v i d e n c e  f o r  a n  a g e - r e l a t e d  s h i f t  i n  
% 

Y 

p l o i d y  c l a s s  f r e q u e n c i e s  w i t h i n  t h e .  t u b u l e s ,  d e s p i t e  a n  a p p a r e n t  
w 

r e d u c t i o n  i n  t h e  1 2 8 C  c l a s s  i n  t h e  8 - d a y  a n d  1 4 - d a y - o l d  groups. 

T h i s  a p p a r e n t  s h i f t  w a s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  m a l e  

p o p u l a t i o n  i s  h e t e r o g e n e o u s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r a t i o  o f  

6 4 C : 1 2 8 C  t u b u l e  n u c l e i  ( T a b l e  1 ) .  
*- 



5 6 

i 

mb 

D e s p l t e  t h e  l a c k  of a n y  e v l d t n c t  f 3 r  dn a g e - r e l a t e d  c h a n g e  

i n  D N A  c o n t e n t ,  s e v e r a l  s t u d i e s  h a v e -  d t n o n s t r a t e d  a r ,  a p e - r e l a t e d  

i n c r e a s e  i n  t h e  t h e r m a l  s t a b i l i t y  o f  c h r o m a t i n  (von F a h n ,  1 9 7 0 ) ,  , 
/' 

/ - - 
a n d  i n c r e a . s e d  r e s i s t ' a n c e  t o  s a l t  d 1 s s o c l a t  i o n ,  c o u p l e d  w i t h  

b 

r e d u c e d  t r a n s c r i p t i o n a l  a c  t i v i t  y ( C . '  M e a r a  a n d  H e r r e a n r t - - l 9 7 2 ) ,  

s u g g e s t i n g  a  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  w i t h  a s u b s e q u e n t  r e d u c t i o n  i n  

t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  n u c l e u s .   he r e s u l t s  o f  p a t t e r n  a n a l y s i s  

s t a t e  o f  n u c l e i  f r o m  b r a i n ,  M a l p i p h i a n  t u b u l e  a n d  f l i g h t  m u s c l e  

o f  t h e  a d u l t  a l e ,  M .  domestics. a - 

r a l  r e l a t 2 i o n s h  ! p . b e t w e e n  t h e  d e g r e e  o f  c h r o m a t i n  

'A 

i t s  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  h a s  b e e n  e x a m x n e d  

a t  t h e '  m i c r o s c o p i c  ( H a r r i s ,  1 9 6 7 ;  P a n a r  a n d  

N a i r ,  1 9 7 5 ) ,  u l  t r a s t r u c t u r a l  ( F r e n s t e r  e  t aE'. , 1 9 6 3 ;  L i t t a u  e  t -- - 

a l . ,  1 9 6 4 ;  Lamb a n d  D a n e h o l t ,  1 9 7 9 ;  H a m k a l o  a n d  R a t t n e r ,  1 9 8 0 )  - 
# 

a n d  m o l e c u l a r  l e v e l s  ( W e i n t r a u b  a n d  G r o u d i n e ,  1 9 7 9 ;  s e e  r e v i e w  

b y  W e i s b r o d ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  r e l a t i o n s h i p  h a s  a l s o  b e e n  s t u d i e d  i n  
t 

p o l y t e n e  c h r o m o s o m e  p u f f s  ( A s h b u r n e r ,  1 9 7 2 ;  D a n e h o l  t ,  1 9 7 5 ) ,  

l a m b r u s h  c h r o m o s o m e s  ( R o g e r s  a n d  B r o w d e r ,  1 9 7 7 )  a n d  i n  s p e r m a t i d  

n u c l e i  d u r i n g  s p e r m i o g e n e s i s  ( M o n e s i ,  1 9 6 j ;  s e e  d , i s c u s s i o n  b y  

B r o w d e r ,  1 9 8 0 ) .  A l l  o f  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  a n  i n v e r s e  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c h r o m a t i n  c o n d e n s a t i o n  a n d  t r a g s c r i p t i o n a l  
- 

a c t i v i t y ,  i m p l y i n g  t h a t  t h e  a c t i v i t y  l e v e l  o f  t h e  n u c l e u s  a n d  

t h e  c e l l  a s  a  whole^ c a n  b e  m o n i t o r e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  i n t e r p h a s e  

' ,  c o n d e n s a t i o n  p a t t e r n .  



B - .  
I n  t h l s  r e g a r d ,  p d ~ t t r n  a n a l y s z s  1 s  f u n d a m e n t a l l y  c o n c e r n e d  

v i r h  t h e  v i s r b l e  e f f e c t s  { t i r .  - t h e  m i c r o s c t i p i c  l e v e l  1 t h a t *  a 
1 

c o n d e n s a t  i o n  e v e n t  . n i g h t  h a v e  or: t h e  i n t e r p h a s e  - n u c l e u s .  

M l c r u g r a p h s  d f  c e l l  n u c l e :  f r o m  v d r i o c s  r c a m r n d l l a n  t l s s u e s  s h o w  

- .  
t h d t  r h e  c o n d e n s ~ d  c h r o m a t l ~  f r e q u e n t l y  a p p t a r s  n e a r ,  a n d <  i n  

,i' 
.L r, / .  

many c a s e s  a c t u a i i y  I ~ n r  s ,  t h e  n u B - e a r . r n v e 1  w e  ( P o r t e r  a n d  
' a  

f - m !  ~ g o r ~ e m r n e ~ ~ r i ~  Zac+a~,-i 1 7 t ? - ~ o ~ t . '  - ~ U I ~ L ~ X ~ S  o i ~ ~ e l n  e~ -- - 
, * 

1 1 9 8 0 1  t h h , t  a . p p e a r  t o '  5~ a n c h o r e d  a i r e c ' t l y  c o  t h t -  n u c l e a r  - 

e n v t l o p e  ( H a n c o c k  a n d  H u g h e s ;  1 9 8 2 ) .  T b l s  1 s  t h o u g h t  t o  e x p l a i n  

t h e  f a c t  t h d t  c o n d e n s a t i o n  o f  c h r o m o s o m t s ,  d u r i n g  e a r l y  

p r o p h a s e  o c c u r , s  n e a r  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  ( C o m i n g s  a n d  O k a d a ,  

9 - 

1 9 7 1 ;  McKeon -- e t  a l i ,  1 9 8 4 ) .  I t  c o u l d  a l s o  e x 4 p l a i n  t h e  f a c t  t h a t  

\ 
t h e  h e t e r o c h r o m a t i , n i z e d  X c h r o m o s o m e  ( B a r r  b o d y )  o f  mammal t a n  

f e m a l e s ,  o c c u r s  n e a r  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  ( B r o w n ,  1 9 6 6 ;  L y o n ,  

1 9 7 4 ) ,  "and t h e  p e r i p h e r a l  l o c s t i o n  o f  c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  i n  
- 

i n t e r p h a s e  n u c l e P i .  T h u s  a c o n d e m s a t i o n  e v e n b i n  a,n i n t e r p h a s e  

n u c l e u s  s h o u l d  b e  a c c o m p a n i e d ,  by  a  s i g n i f i c a n t  r e d i s t r i b u t i o n  o f  

t h e  c h r o m a t i n ,  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  p e r i p h e r a l  s h i f t  a n d  s p a t i a l  

r e d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  c o n d e n s e d  c o m p o n e n t .  

2 n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a n  a p p l i ~ ~ a t i o n  o f  p a t t e r n  a n a l y s i s  

s h o w e d  t h a t  t h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  b r a i n ,  t u b u l e  a n d  f l i g h t  

- E i u s c l e  n u c l e i  i n  r e a s e s  w i t h  a g e  a n d  t h a t  t h e  t i m e ,  c o u r s e  o f  t h e  / - 
e v e n t  a n d  t h e  s p a t i a l  d i s t r i b u t ' i o n  o f  h i g h  an*d m e d i u m  d ' e n s i t y  

c o m p o n e n t s  i s  t i s s u e  s p e c i f i c .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  m u s c l e  n u c l e 4  



h o w t c  u r i l q u e  r j t . c o n d t n s a t l o n  e x r e n t  p r l o r  t o  a n  i n c r e a s e  ia i t s  
* 

T h e s e  r e s u l t . :  w e r e  u b t a l n e d  b y  u s i n g  s i x  i m a g e  f e a t u r e s ,  i n  

a d d : t ; o n  t o  t w c  g : r jba :  f e d t u r t s  r e l a t i n g  t o  t b t  total 0 . D .  a n d  
" 

r o t z l  are:a o f  : h e  r l u c l e u s .  T w o  o f  t h e  i v a g r  f e a t u r e s ' ,  T o t a l  O . D .  
- - - 

a n @  r s c a l  a r e d  of .me m e a l u m  ( T O P D C  T A M D C )  a n d  h i g h  d e n s i t y  

~ b n a e n s ~ t r o n  e v e n t ,  t r L l l e  T h e  f e a t u r e  N O C  e s t i m a t e s  t h e  n u m b e r  

- - -  u s  c l u s t e r s ,  T h c  c l u s t e r  d i s t , a n c e  i n d e x  (CDI) i s  i n t e n d e d  

L O  a t - t t c  t p t r l p h r r d l  s h l f t  o f  t h e  c l u s t e r s ,  i f  i t  o c c u r s ,  

t rb ; ;e  t h e  s y m m e t r y  f e a t u r e s  e s t i m a t e  t h e  d e g r e e  t o  w h i c h  t h e  t w o  

c 1 r r ; e n s l u n a l  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  o f  a  g i v e n  c o m p o n e n t  h a s  

c h a n g e d ,  g l v e n  a  c o n d e n s a t i o n  e v e n t .  

M y  r e s u l t s  i n d . i c a t e d  a  p e r i p h e r a l  s h i f t  i n  a m e d i u ~  d e n s i t y  

c o m p o n e n t - ( M D C )  i n  b r a i n  n u c l e i  a n d  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  

u n u s u a l  c e n t r a l  s . h i f t  o f  a  h i g h  d e n s i t y  c o r n p o n e - n t  ( H D C ) .  1.- d i d  

n o t  f i n d  e v i d e n c e  f o r  a  p e r i p h e r a l  o r  c e n t k a l  s h i f t  i n  . e i t h e r  

t h e  M D C  o r  H D C '  o f  t h e  t u b u l e  a n d  m u s c l e  n u c l e i .  H o w e v e r ,  n u c l e i  

f r o m  a l l  o f  t h e s e  t i s s u e s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  
- .  , 

d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n ,  a s  d e f i n e d  b y  s y m m e t r y  a n a l y s i s ,  i n  MDC 

a n d  HDC. T h e  b r a i n  a n d  t u b u l e  n u c l e i  s h o w e d  t h e  m o s t  s i g n i f i c a n ?  

c h a n g e  i n  t h e  HDC w i t h  t h e  MDC r e m a i n i n g  r e l a t i v e l y  s t a b l e .  

t w o  m a j o r  e x c e p t i A n s  t o  t h i s  i n v o l v e d  t h e  p e r i p h e r a l  s h i f t  o f  

MDC i n  t h e  b r a i n  n u c l e i  a n d  t h e  r e d u c t i o n  i n  t h e  n u m b e r  o f  MDC ' 

c l u s t e r s  i n  t h e  t u b u l e  n u c l e i .  



T h e  s y n ; m t t r y  f r d t u r r s  i - n  a l s o  r s r i n a t r  t h e  e x t e b q ,  t o  w h i c h  

. t t ; r  c h r c r c u s o w  p o p u l a t i o / z  i s  i n v o l v e d  in t h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t .  

, T b i s  ~ s t 1 n a r r  1 s  b a s e d  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  e a c h  c h r o r c o s 4 p ~  i s  
\ 

r t s t r : c t r d  r o  a s p e c i f l r  d o r n a l n  o f  approximately e q u a l  a r e a .  . T h e  

j u s i ~ f l c a t ~ o n  f u r  t h r s  a s s u r n p t l o n  i s  b a s e d  o n  r h e  f a c t  t h a t  t h e '  
'\ 

~ ~ o n d t - n s a t l o n  o f  ~ h r o m a s c m c r s  d u r l n g  ear!! p r o p h a s e  o c c u r s  i n  a \, /' . 
\ 

s y ~ r n t  ~ r l c a !  d l s t r l b u t i c n  , a r o u n d  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e .  ( C o m i n g s  \ 

\ 

I -2nd f ? k d d a ,  1 9 7 1 ;  McKeon -- tit a l . ,  1 9 8 4 1 .  S y m m e t r y  a n a l y s i s  
d 
J 

i d p p e n d ~ x  1 )  c i s s u m e s  t h d t  t h e  v a r i o u s  c h r o m o s o m s  a r e  
-- 

I 

d l s t r l b u t e d  e v e n l y .  o v e r  a f o  r q u a d r a n t ,  t w o  d i m e n s i o n a l  il 
t -  

c u o r a i n d t r  s y s t 5 1 ~ .  I f  t h i s  a s s u m p t i o n  i s  c o r r e c t ,  a c o n d e n s a t i o n  

e v e n t  i c v o l v i r i g  a l l  c h r o m o s o m e s  ( o r ,  p a r t s  o f  a l l  c h r o m o s o m e s )  

w o u l  a r e s u l t  i n  a s i g n i f i c a n t  4 i n c r e a s &  i n .  t h e  d i s t r i b u t i o n a l  
r 

s y m m e t r y  i .  t h e  s y a m e t r y  i n d e x ,  S I )  o f  t h e  c o m p o n e n t  i n  
2. 

q u e s t i o n .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  i f  t h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  i n v o l v e d  

only a  f r a c t i o n  o f  a l l  c h r o m o s o m e s  t h e n  ; h e  s y m m e t - r y  i n d e x  w o u l d  

c h a n g e  v e r y  l i t t l e ,  i f  a t  a l l .  

I n  ' a d d i t i o n ,  e s t i m a t i n g  t h e  n u m b e r  o f  q u a d r a n t s  o c c u p i e d  b y  
I 

t h e  c o n d e n s e d  c o m p o n e n t  ( t h e  q u a d r a n t  s y m m e t r y  i n d e x ,  QSI) i s  
- ,  

e q u i v a l e n t  t o  e s t i m a t i n g  t h e  f r a c t i o n  o f  t h e  n u c l e a r  i m a g e  t h a t  

i s  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n d e n s a t i o h  e v e n t .  F o r  e x a m p l e ,  a' QSI o f  1.0 
- -- -- 

r e p r e s e n t s  1.91 '4 .0 ,  o r  2 5 %  o f  t h e  n u c l e a r  i m a g e .  My r e s u l t s  s h o w  

t h a t  7 5 %  o f  t h e ,  b r a i n  n u c l e a r  i m a g e ,  f r o m  t h e  h i g h  a c t i v i t y  

g r o u p ,  i s  a f , f e c t e d  b y  t h e  i n c r e a s e . i n  t h e  h i g h  d e n s i t y  c o m p o n e n t  

3 

r(HDC); w h e r e a s  t h e  t o t a l  a r e a  o f  H D C  i s  o n l y  24% o f  t o t a l  



n u c l e a r  a r e a  b y  c a y  I h .  S i n c e  2 4 2  o f  t h e  t o t a l  n u c l e a r  a r e a  will 

f r t  k l t h i n  o n e  q u a d r a n t ,  t h e  t o t a l  a r e a  o f  H D C  a l o n e  d o e s  n o t  

g l v r  a n  a c c u r a t e  e s t i m a t e  o f  how g l o b d l  t h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  

i 6 .  i a  t h e  H D C  c o n d e n s d t i o n  e v e n t  i n  t h e  t u b u l e  n u c l e i  

d f f t c t s  6 5 2  o f  t h e  n u c l e a r  i m a g e ,  w h i l e  t h e  t o t a l  a r e a  o f  HDT i s  

3 n i y  ! 7 k  o f  t o t a l  n u c l e d r  a r t . a .  F i n a l l y ,  t h e  ?!PC c o n d e n s a t i o n  

kz T r -  . F. e :n t h e  n u s r l e  n u c l ~ i  a f f e k t s  7 5 7  o f  t h e  n u c l e a r  i n a p e  

w t l l e  t h e  t o t a l  a r e a  o f  M D C  a t  d a y  1 4  i s  o n l y  302 o f  t o t a l  

n u c l e a r  a r ' e a .  Tire s r I g n i f i r a n t  f r t c r e a s t -  i n  € t i e  s y a t w r r g  i n d e x  

( S T )  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  01.;: a n d  t h e  r o t a 1  a r e a s  o f  H D C  

a n d  H G C  i n d i ' c a t e  t h a t  t h e  c o n d e n ~ a t ~ i o n  e v e n t  i n  a l l  o f  t h e s e  

z u c l t i  i s  a f f e c t i n g  m o s t ,  i f  n o t  a l l ,  o f  t h e  c h r o m o s o m e s .  

F u r t h e r  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  c o n d e n , s a t i o n  e v e n t  i n  b r a i n  

a n d  t u b u l e  n u c l e i  w a s  o b t a i n e d  b y  a c l a s s i f i c a t i o n  p r o c e d u r e ,  

r e f e r r e d  t o  a s  discriminant a n a l y s i s .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  

b r a i n  n u c l e l ,  f r o m  t h e  h i g h  a c t l v i t y  g r o u p ,  s h o w e d  a n  

a g e - d e p e n d e n t  d e c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  n u c l e i  c l a s s i f i e d  w i t h  a  
? 

1 - d a y - o l d  m o d e l ,  c . o u p l e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  
1 

n u c l e i  c l a s s i f i e d  w i t h  a  1 4 - d a y - o l d  m o d e l .  T h e  1 - d a y  a n d  1 4 - d a y  

m o d e l s  c o n s t i t u t e  t h e  t r a i n i n g  s e t ,  t o  w h i c h  a l l  t h e  o t h e r  a g e  

g r o u p s  a r e  c o m p a r e d .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  t u b u l e  n u c l e i  d i d  n o t  

1 

s h o w  a s  c l e a r  a  t r e n d  a s  d i d  t h e  b r a i n .  T h i s  w a s  l a r g e l y  due t o  

. t h e  f a c t  t h a t  a  c o n d e ~ s a t i o n  e v e e t  o c c u r r e d  i n  t hes  t u b u l e  

b e t w e e n  d a y  1 a n d  4 a n d  a g a i n  b e t w e e n  d a y  4  a n d  8 .  T h i s  m e a n s  

t h a t  t h e  4 - d a y  g r o u p  h a d  b o t h  1 - d a y  a n d  1 4 - d a y  c h a r a c t e r .  The 

f a c t  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  4 - d a y  g r o u p  w a s  c l a s s i f i e d  w i t h  



I .  t h e  l i c - d a y  g r o u p  d o e s  n o t  mean  t h a t  t h e  t w o  a r e  i - d e n t i c a l ,  a n d  

i n d e e d  we know t h a t  t h e y  a r e  n o t ,  b u t  o n l y  t h a t  t h e  4 - d a y  g r o u p  

i s  E G r e  1 l k e  t h e  1 4 - d a y  g r o u p  t h a n  t h e  1 - d a y  g r o u p .  

1-n t h i s  r e g a r d ,  I t  was p o s s i b l e  t o  s h o w  t h a t  t h e  b r a i n  

n u c l e i  f r o r r   he 4 - d a y - o l d  l o w  a c t i v i t y ,  g r o u p  h a v e -  l o t  of 
- 

3 
' 1 - d a y - o l d  c h a r d c r e r ,  T h a t  f s ,  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  4 - d a y - o l d  

0-. . 
' b r d l n  n u r l r l ,  f r o m  t h e  h i g h  a c t i v i t y  g r o u p ,  a r e  c l a s s i f i e d  w i t h .  

t h e  1 4 - d a y - o l d  h i g h  a c t i v i t y  g r o u p ,  w h e r e a s  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  

4 - d a y L o l d  b r a i n  n u c l e i ,  f r o m  t h e  l o w  a c t i v i t y  g r o u p ,  a r e  

c l a s s i  f l e d  w i t b  t h e  1 - d a y - o l d  b r a i n  n u c l k l .  T h i s  s u g g e s t s  ( a l o n g  

w i t h  t h e  p a t t e r n  a n a l y s ' l s )  t h a t  t h e  f i n a l  a m o u n t  o f  H D C  i n  t h e  

b r a i n  n u c l e i  i s  r e l a t . e d  t o  t h e  r a t e  a t  w h i c h  t h e  m a l e  a g e s ,  a s  

t h e  l o w  a c t i v i t y  g r o u p  h a d  a mean l i f e s p a n  n e a r l y  t r i p l e  t h a t  o f  

t h e  h i ' p h  a c t i v i t y  g r o u p .  

T h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  i n  t h e  b r a i n  n u c l e i  f r o m  t h e  h i g h  , 

a c t i v i t y  g r o u p  o c c u r s  d u r i n g  t h e  p e a k  a c t i v i t y  p e r i o d  o f  t h e  

m a l e ,  w h i c h  e x t e n d s  f r o m  a  f e w  h o u r s  a f t e r  e m e r g e n c e  u p  u n t i l  
3 7  

t h e  t h i r d  o r  f o u r t h  d a y  ( C l a r k  a n d  R o c k s t e i n ,  1 9 6 4 ) .  T h i s  

c o n d e n s a t i o n  e y e n t  w e c e d e s  a  s i g n i f i c a n t  d e c l i n e  i n  w i n g  b e a t  
_= - 

f r e g u e n c y  a n d  d u r a t i o n  o f  f l i g h t  b y  d a y  5 ( R o c k s t e i n  a n d  

B h a t n a g a r ,  1 9 6 6 )  a n d  a  l o s s  o f  o n e  o r  b o t h  w i n g s  i n  h a l f  t h e  

m a l e  p o p u l a t i o n  b y  d a y  6  ( F i g .  6 ) .  W i n g  a b r a s i o n  a n d  l o s s  may b e  

d u e  t o 2 . a  p f , o g r e s s i v e  d e c l i n e  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  o f  h e r n o l y m p h  

t h r o u g h o u t  t h e  w i n g  ( W i g g l e s w o r t h ,  1 9 7 0 ) .  

T h e  m a l e  i s  b e l i e v e d  t o  b e  m a t u r e  b y  d a y  1 ,  a s  m a t i n g  

b e g i n s  1 6  t o  2 4  h o u r s  a f t e r  e m e r g e n c e  ( ~ u r v o s h  et 'e., 1 9 6 4 ) ,  



C a - a c  t i v a t e d  A T P a s e  , b r a i p  c h o l  i n e s t e r a s e  ( C l a r k  and. R o c k s t e i n ,  I 

1 9 6 4 )  a n d  t h o r a c i c  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  ( R o c k s r e i n  a n d  

B r a n d t , ,  1 9 6 3 )  a r k  a l l  m a x i m a l  w i t h i n  2 4  h o u r s  o f  e m e r g e n c e .  
b 

M o r e o v e r ,  i t  i s  p e r t i n e n t  t o  a d d  t h a t  t h e  f e _ & l e  b e g i n s  l a y i n g  ' 

e g g s  o n  t h e  f o u r t h  t o  t h e  f i f t h  d a y  a n d  s h e  o n l y  m a t e s  o n c e  o r  

t w i c e  t h r o u g h o u t  h e r  l i f e  t i m e .  I n  a d d i t i o n ,  i n  a l l  c o l o n i e s  

examined, e s s e n t i a l l y  a l l  o f  t h e  f e m a l e s  h a v e  m a t e d  b y  d a y  f o u r  

( A d a m s  a n d  H i n t z ,  1 9 6 9 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t '  t h e  

r o l e  o f  t h e  - m a l e  i s  e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e  b y  d a y f  4 .  H e n c l ,  t h e  

c o n d e n s a r i q n  e y e n t  i n  t h e  b r a i n  a p p e a r s  t o  m a r k  t h e  e n d  o f  t h e  

p e a k  d c t i v i t y  p e r i o d  o f  t h e  m a l e  a n d  t h e  o n s e t  o f  o u t w a r d l y  

d p p d r e n t  p h y s i c a l  d e g e n e r a t i o n .  
-- 

O t h e r  s t u d i e s  c o n c e r n i n g  a - g e - r e l a t e d  c h a n g e s  i n  t h e  f l i g h t  0 

- 

m u s c l e  o f  t h e  m a l e  h a v e  s h o w n  t h e  o c c u r r e n c e  o f  e a r l y  a n d  l a t e  

e v e n t s .  T h e  e a r l y  e v e n t s  i ' n c l u d e  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  

t h o r a c  i r  l e v e l s  o f  t r e h a l o s e  ( R o c k s t e i n  a n d  S r i v a s t a v a ,  1 9 6 7 )  

> .  
a n d ,  t h e  a c t i v i t y  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  ( R o c k s t e i n  a n d  B r a n d t ,  

1 9 6 3 )  d u r i n g  t h e  f i r s t  f e w  d a y s  a f t e r  a d u l t  e m e r g e n c e .  T h e s e  

e v e n t s ,  l i k e  t h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  i n  t h e  b r a i n ,  p r e c e d e  t h e  
.A 

r e d u c t i o n  i n  f l i g h t  a b i l i t y ,  l o s s  o f  w i n g s  a n d  d e c r e a s e d  

'Q a c t i v i t y  l e v e l  c i t e d  a b o v e .  T h e  l a t e  e v e n t s ,  i n c l u d i n g  a  

\ 
d e c r e a s e  i n  t h e  t h o r a c i c  a c t i v i t y  o f  N A D - d e p e n d e n t  a l p h a  

< 

g l y c e r o p h o s p h a t e  d e h x d r o g e n a s e  ( R o c L s t e i n  a n d  B r a n d t  , 1 9 6 3 )  a n d  
w 

t h e  t h o r a c i ? ,  l e v e l s  o f  t h i a m i n e  ( R o c k s t e i n  a n d  H a w k i n s ,  1970) 

b e g i n  a f t e r  d a y  4 a n d  c o u l d  O c c u r  a s  a c o n s e q u e n c e  o f  p r i o r  

-1 9- s e n e  s c e n t  e v e n t s .  



P a t t e r n  a n l y s i s  +-f t h e  f l i g h t  m u s c l e  n u c l e i  s h o w e d  a n  

i n i t i a l  d e c o n a e n s a t  i o n  e v e n t  b e t w e e n  d a y  1 a n d  4 .  My d a t a  d o e ' s  

n o t  c o v e r  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  d a y ,  h o w e v e r ,  c o n s i d e r i n g  t h e  

f a c t  t h a t  p e a k  f l i g h t  a c t i ' v i c y  i s  a r t a i r a e d  b e t w e e n  d a y  1 a n d  2 

( R o c k s t e i n  a n d  B h a t ~ a g a r ,  1 9 6 6 )  i t  w o u l d  s e e m  l i k e l y  t h a t  t h e  
/ 

d e ~ o n d e n s a t i o n  e v e n t  a c t u a l l y  o c c u r s  d u r i n g  t h i s  p e r i o d ,  

F o l l o w i n g  t h e  d e c o n d e n s a t i o n  e v e n t  t h e  m u s c l e  n u c l e i '  a p p e a r  t o  

r e c o n d e n s e  b e t w e e n  d a y  4 a n d  d a y  1 4 .  I t  i s  d u r i n g  t h i s  p e r i o d  

w h e n  s i g n i f i c a n t  w i n p - 3 o s s ,  r e d u c t i o n  i n  f l i g h t  a b i l i t y  a n d  t h e  

l a t e  b i o c h e m i c a l  e v e n t s  i n  f l i g h t  m u s c l e  o c c u r .  

T h e  c o n d e n s a t  i o n  e v e n t  i n  t h e  M a l p i g R i a n  t u b u l e  o c c u r r e d  

d u r i n g  b o t h  t h e  e a r l y  a n d  l a t e  e v e n t s  a n d  b e g i n s  s o o n  9 f t e r  

* Z 
e m e r g e n c e ,  a s  i t  d o e s  i n  t h e  b r a i n .  W h e t h e r  t h e  c o n d e n s a t i o n  

e v e n t  i n  t h e  b r a i n  i s  i n f l u e n c i n g  t h e  e v e n t  i n =  t h e  t u b u l e s  i s  

d i f f i c u l t  t o  s a y .  F r o m  e  d a t a  t h a t  I h a v e  c o l l e c t e d  i t  o n 1  y  
0 

p o s s i b l e  t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  6 4 C  t u b u l e  q e l l s ,  , and  t h e  f l i g h t  
1 

m u s c l e ,  a p p e a r  t o  a g e  m o r e  s l o w l y  t h a n  t h e  b r a i n  c e l l s ,  I 

T h e  r e s u l t s  o f  p a t t e r n  a n a l y s i s  c o r r e s p o n d  w i t h  t h e  , 

m a t u r a t i o n  a n d  s e n e s c e n c e .  p r o f i l e  o f  t h e  a d u l t  m a l e ,  a n d  a r e  i n  

g e n e r a l  a g r e e m e n t  w i t h  C l a r k  a n d  R o c k s t e i n  (196-4)  a n d  R o c k s t e i n  

a n d  B h a t n a g a r  ( 1 9 6 6 )  t h a t  t h e  male m a t u r e s  e a r l y  ( b y  d a ;  1) a n d  
- 

a g e s  r a p i d l y .  I n  e a c h  t i s s u e  t y p e  t h a t  I e x a m i n e d  t h e r e  a p p e a r s  

t o  b e  a s  i n v e r s e  r e l a t i o ~ s h i g  bet wee^ t h e  e o ~ r l e r t s a t i e ~  s t a t e  o f  
- 

t h e  n u c l e i  a n d  t h e  a c t i v i t y  1 e v e . l  o f  t h e  o r G n i s m ,  i m p l y i n g  t h a t  + 
t h e  a c t i v i t y  l e v e l  o f  t h e  b r a i n ,  t u b u l e  a n d  m u s c l e  i s  m a x i m a l  

s h o r t l y  a f t e r  e m e r g e n c e ,  b u t  d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  d u r i n g  t h e  
.... 



f iTr; t# f o u r  d a y s .  T h i s  i s  ~n c o n t r g s t  t o  c h e  m a t u r a t i o n  a n d  

s e n e s c e n c e  p r o f i l e  o f  D r o s o p h i l a  ( M i q u e l  , 1 9 7 1 1 ,  t h e  m o s q u i t o  

( M i l l s  d n d  L d n g ,  1 9 7 6 )  a n d  t h e  b l o w f l y  ( ~ e : e n % o o k  dnd. ~ i l - l . i a r n 6 ,  
1 

1 9 5 9 )  w h i c h  a r e  b e 1  i e v e d  t o  h a v e  d m o r e  e x t e n d e d  m a t u r a t i o n  

t . R e r i q d ,  l a s t i n g  f o r  7 t o  1 P  d a y s  a f t e r  a d u I t  e m h r g e n c - k .  

8 The d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  b r a i n ,  t u b u l e  a n d  f l i g h t  

m u s c l e ,  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r e s u l t s  o f  p a t t e r n  a n a l y s - i = s ,  may be  

r e l e v a n t  t o  c e r t a i n  g e r o n t o l  o g i c 9 1  . r k o r i e  G s u c h  a s  t h e  

h y p o r h a f a m i c  elevation t h e o r y  o f  D i l m a n  a n d  A n i s i m o v  ( 1 9 7 4 5  o r  

t h e  h y p a t h a i a m i c  d i s r i p u l a t i o n  t h e o r y  ( s e e  r e G i e w  - by E v e r i t t ,  

1 9 8 0 ) .  T h e s e  t h e o r i e s  a r e  p r i m a r i l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  

o f  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d  b y  t h e  h y p o t h a l a m u s .  

A m a j o r  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  h y p o t h a l a m i c  r h e o r i e s  i s  t h a t  a n  

a g e - r e l a t e d  c h a n g e  i n  s p e c i f i c  b r a i n  c e l l s  c o u l d  s e r v e  t o  

r e g u l a t e  t h e  r a t e  a t  w h i c h  t h e  w h o l e  o r g a n i s m  a g e s .  M o r e o v e r ,  . 
& 

t h e s e  t h e o r i e s  s u g g e s t  t h a t  a n  o r g i n i s m  may r e p r e s e n t  a  m o s a i c  
- 

w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r a t y  a t  w h i c h  v a r i o u s  s e l l  a n d  t i s s u e  t y p e s  

a g e .  Or 'gan  t r a n s p l a n t  s t u d i e s  ( P e n g  a n d  H u a n g ,  1 9 7 2 ;  P e c i l e  e t b e  - 
/ 

a l . ,  1 9 4 6 )  a n d  r e g i o n a l  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a g e - r e l a t e d  d e c l i n e  
7 

i n  human  b r a i n  n e u r o t r a n s m i t t e r s  a n d  r e l a t e d  e n z y m e s  ( M c G e e r  a n d  

M c G e e f , l 9 8 1 - ) ,  i n d i c a t e  t h a t  s u c h  a  m o s a i c  e x i s t s .  T h e  r e s u l t s  o f  

p a t t e r n  k n a l y s i s  a l s o  i n d i c a t e s  t h e  e x i s t e n c e  o f  C m o s a i c ,  i n  

t h i s  c a s e  ' i n v o l v i n g  b r a i n ,  t u b u l e  a n d  f l i g h t  mesele n u e l e i .  T h i s  

m o s a i c  p e r t a i n s  t o  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  a n d  

t o  t h e  c o n d e n s a t i o n  p a t t e r n ,  whit-h a p p e a r s  t o  b e  b - 0 t h  t i s s u e  a n d  

a g e  s p e c i f i c .  



< f 

T h e  s i g n i f i c a n t  c h d n g e s  t h a t  w e r e  s h o w n  t o  o c c u r  i n  t h e  . 
nuclei o f  t h e  b r a i n  a n d  h l a l p i g h l a f l  t u b u l e s  may r e f l e c t  

p r o g r e s s i v e  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  v i s u d l  s y s t e m ,  f o l l o ~ e d  b y  t h e '  

e x c r e t o r y  s y s t e m .  F a i l u r e  o f  t h e  L a t t e r  s y s t e m  c o u l d  b e  a m a j o r  

c a u s e  o f  m o r t . a l  i t y  i n  l a b o r a t o r y - r e a r e d  f l i e s .  H o w e v e r ,  
E 

p r a c  t l c a l  L y  n o t h i n g  i s  Cno.wn a b o &  a g e - r e f  a t e d  b i o c h e m i c a l  - 
c h q n g e s  i n  e l t h e r   he o p t i c  l o b e s  o r  t h e  - M a l p i g h i a n  t u b u l e s .  

- 
T h e  r n a g n i t y d e  o f  t h e  c o n d e n s a t l o p  e v e n t  i n  t h e  b r a i n  i s  

- r e r r t ~ n ! s c e n :  o f  r b ~  c h r u ~ a t i n  to r idensa t" i -cn  t h a t  occars d u r i n g  

./ ' - 

s p e r m i o g e n e s i s  ( B r o w d e r ,  1 9 8 0 ;  P e r r e a u l t  e t  a l .  1 9 8 4 )  a n d  t h e  -- 
p o s s i b l i t y  e x i s t s  t h a t  t h e  f o r m e r  e v e n t  c o u l d  i n v o l v e  some 

d e g r e e  o f  h i s t o n e  s u b s t  i t u t  i o n  o r  n u c l e o s o m e  p o l y m e r i z a t i o n  

t h r o u g h  d n  i n c r e a s e a  i n  d i s u l f i d e  b o n d s .  An a g e - r e 1  a t e d  i n c r e a s e  . /, 
% \ 

i n  t h e  d i s t l l f a i d e : s u l f h y d r ) ; l  r a t i o  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  w h o l e  

.body  c h r o m a t i n  o f  t h e  b l o w f l y  ( T a s ,  1 9 7 8 ) .  

T h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  i n  t h e  b r a i n  c o u l d  a l s o  b e  

i n i t  i t a t e d  b.y- a n  a g e - s p e c  i ? i c  p h o s p h o r y l a t  i o n  o f  t h e  n u c l e o s o m e  

h i s t o n e  H1 o r  a  s p e c i f i c  H 1  s u b t y p e  ( R e n z  e t  a 1  - * 9 
1 9 7 7 ;  K o z o ,  et 

, 

a l , ,  1 9 8 1 ) .  T h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  i n  t h e  M a l p i g h i a n  t u b u l e s  a n d  - 

f l i g h t  m u s c l e  n u c l e i  c o u l d  a l s o  i n v o l v e  some  o r  a l l  o f  t h e s e  

p r o c e s s e s .  T h e  p o s s i b l i t y  e x i s t s  t h a t  t h e  c o n d e n s a t i o n  e v e n t  

1 
c o u l d  a f f e c t  t h e  a c t i v i t y  l e v e l  o f  t h e s e  c e l . 1 8 ,  e i t h e r  t h r o u g h  

" t h e  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  c o n d e n s a t i o n  s p a t e  o f  t h e  

- n u c l e u s  a n d  i t s  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y ,  o r  t h r o u g h  a n  
,-r' 

i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  h o r m o n a l  c o n t r o l  o f  g e n e  e x p r e s s i o n ,  a s  

s u g g e s t e d  b y  t h e  r e s u l t s  of S p e l s b e r g  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  a n d  W e i s b r o d  -- 
* 



, 

Q 
r t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  t h e  condensation -- 

p r o b a b l y  n o t  t h y  d i r e c t  c a u s e  o f  r e d u c e d  

s l m p l y  r e l l e c t s  d p r i o r  e v e n t  ( o r  s e t  o f  

e v e n t  i n  i t s e l f  i s  . 

c e l l u l a r  a c t i v i t y  b u t  

e e v e n t s ) ,  a t  t h e  l e v e l  
* -  

o f  t h e  n u c l e o s o r r t t . ,  the e x a c t  r t a t u r e  o f  w h i c h  i s  y e t  t o  be 

d e t r r m l n ' e d .  .7 
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#' : C O N C L U S - I W  
+,*, * 
' ?%tJemputer - a n a l y s i s  o f  d i g i t i z e d  i m a g e s  o f  F e u l g e n - s t a i n e d  

o p t i c  l o b e  , M a l ' y i - g h i a n  t u b u l e  a n d  f l i g h t  m u s c l e  n u c l e i  f r o m  t h e  
> 

a d u l t  m a l e  h o u s e f l y ,  - M. d o m e s t i c a ,  h a s  s h o w n  t h e  f o l l o w i n g :  

1 .  Flo a g e  r e l a t e d  c h a n g e  i-n t o t a l  D N A  c o n t e n t  o r  p l o i d y  c l a s s .  

f r e q u e n c i e s  c o u l d  b e  f o u n d  i.n b r a i n ,  m u s c l e  o r  M a l p i g h i a n  
- 

t u b u 1 . e  n u c l e i .  

2 .  T h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  b r a i n  a n d  t u b u l e  n u c l e i  t e n d s  t o  

i n c r e a s e  w i t h  a g e ,  a 1  t h o u g h  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  c o n d e n s a t i o n  

c v e n t ,  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  a n d  r e l a t i v e  p r o p o r t i ' o n s  o f  t h e  - 

M D C  a n d  H D C  a r e -  t i s s u e  s p e c i f i c .  T h e  m o s t  r a p i d  c h a n g e  

o c c u r r e d  i n  t h e  b r a i n  f o l l o w e d  b y  t h e  t u b u l e  a n d  muscl'e. 

3 .  T h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  f l i g h t  m u s c l e  n u c l e i  d e c r e a s e s  , . * 
b e f o r e  i t  i n c r e a s e s ,  i n d i c a t i n g  a n  i n i t i a l  d e c o n d e n s a t i o n  

e v e n t ,  w h i c h  p , a r a l l e l s  t h e  p e ~ i o d  0.f p e a k  f l i g h t  a c t i v i t y ,  
L 

, 

a n d  f l i g h t  m u s c l e  d , e v e l o p e r n e n t :  
. . 

4 .  T h e  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  t h e  t y p e  I T ' n e u r o n -  n d c l e u s  a p p e a r s .  

t o  b e  r e l a t e d  t o  t h e  r a t e  . a t  w h i c h  t h e  m a l e  a g e s  s i n c e  i t .  

w a s  c o n s i s t e n t l y  l o w e r  i n  t h e  l o w  a c t i v i t y  g r o u p  t h a n  i t  w a s  

i n  t h e  h i g h  a c t i v i t y  g r o u p .  
- 

5 .  T h e  l o w e s t  c o n d e n s a t i o n  s t a t e  o f  a  n u c l e u s  i s  a s s o c i a t e d  

w i ' t h  t h e  " h i g h e s t  a c t i v i t y  l e v e l  o f  t h e  c e l l .  

6 .  P a t t e r n  a n a l y s i s  s u p p o r t s  h y p o t h a l a m i c  t h e o r i e s  o f  t h e  a g i n g  

p r o c e s s ,  a s  t h e  b r a i n ,  ' t u b u l e  a n d  f , l i g h t  m u s c l e  d o  n o t  

a p p e a r  t o  a g e  u n i f o r m l y .  



APPENDIX I 

2 .  Q u a d r a n t  Symmetr.y 1nde .x  ( Q S I )  

S e v e r a l  p r o g r a m s  w e r e  w r i t t e n  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  

w o r k .  Two o f  t h e s e  w i l l  b e  d e s c i b e d  h e r e  w h i c h  d e a l  w i t h  t h e  

a n a l y s i s  o f  t h e  2 - d i m e n s i o n a l  s y m m e t r y  o f  t h e -  i n t e r p h a s e  n u c l e u s  

a n d  w i t h  a n  a u t o m a t e d  p r o c e d u r e  f d r  p r o c e s s i n g  a n d  c l e a n i n g '  

d i g i t i z e d  n u c l e a r  i m a g e s .  

I ) .  A n a l y s i s  o f  S p a t i a l  S y m m e t r y  (SPATS) 

T h i s  p r o g r a m  e x t r a c t s  3 symmetr 'y f e a t u r e s  a n d  o n e  g l o b a l  

a n a t o m i c a l  f e a t u r e  w h i c h  g i v e s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  

c r o s s - s e c t i o n a l  p r o f i l e  o f  t h e  e n t i r e  n u c l e u s ,  T h e s e  f o u r  

f e a t u r e  s i n c l u d e  : 

1 .  Symmet ry  I n d e x  ( S I )  ' 

3 .  Ri 'ng Symmet ry  I n d e x  ( R S I )  

4 .  C o r e -  R a t i o  , . (CORAT) 
t 

a .  SYMMETRY INDEX 

The s y m m e t r y  i n d e x  p f o v i d e s  a  m e a s u r e  o f  how e v e n l y  a 

p a r t i c u l a r  c o m p o n e n t  i s  d i s t r i b u t e d  o v e r  t h e  n u c l ' e a r  . 

i m a g e .  I t  a c c o m p l i s h e s  t h i s  by d i v i d i n g  t h e  i m a g e  i n t o  4 

q u a d r a n t s ,  c a l c u l a t i n g  t h e  o r i g i n  o f  t h e  i m a g e  ( i n  a r r a y  < * 
. z 

c o o r d i n a t e s )  a n d  t h e n  c o n v e r t i n g  t h e  a r r a y  l o c a t i o n  o f  

e a c h  c l u s t e r  i n t o  a  s e t  o f  ( x , y )  c ' o o r d i n a t e s .  T h i s  

c o n v e r s i o n  i s  d e p i c t e d  i n  F i g .  17A. The  a r r a y  

c o o r d i n a t e s  f o r  row and c o l u m n  a r e  shown  a l o n g  t h e  l i e f t  , 

a n d  b o t t o m .  A s  i n d i c a t e d ,  t h e  a r r a y  c o o r d i ~ n a t e  f o r  t h e  

c o l u m n  a n d  row w i l l '  become t h e  x  a n d  y  c o o r d i n a t e  
n .  ,B, 



, r e s p e c t i v e l y ,  i n '  t h e  (x,y) % o r d i n a t e  s y s t e m .  T h e .  r p w  
9 

v a l u e  i n c r e a s e s  f r o m  t o p  t o  b o t t o m  a n d  t h e  c b l u m n s  
t " 

i n c r e a s e  f r o m  l e f t  r o  r i g h t ,  The o r i g i n  o f  t h e  image h a s  

t h e  a r r a y  t o o r d i n a f e s '  ( 9 , l i )  w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  

p"osi;ion (Q,O) i n  a n  ( x , y )  C ' o o r d i n a t e  s y s t e m ,  From t h i s  
r 

d i a g r a m  we c a n  d e r i v e  two s i m p l e  e x p r e s s i o n s  w h i c h  a l l o w  

. u s  t o '  c o n v e r t  any a r r a y  l o c a t i o n  t o  a n  ( x , y )  c o o r d i n a t e  

x - c o l u m n  - c o l u m n  o r i g i n  

y  = row o r i g i n  - row 
r' 

L - By u s i n g  t h e s e  e x p r e s s i o n s  w e  c a n  t h e $  t a k  
- - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - - 

a d v a n t a g e  o f  t h e  p r o p e r t i e s  o f  symmet ry  c o o r d i n a t e s .  For  

a n y  p o i n t  ( x , y )  w e  c a n  s i l y  f i n d  3 p o i n t s  w f 
d i s t r i b u t e d  o v e r  t h e  r e m a i n i n g  3 q u a d f i a n t s  i n  

p e r f e c t l y  s y m m e t r i c a l  pa't  t e r n  r e l a t i v e  t o  t h e  

p o i n t .  T h e s e  p o i n t s  Are ( - x , y ) ,  ( - x , - y )  a n d  ( x , - y ) .  Each  

o f  t h e  s e  p o i n t s  r e p r e s e n t  a -  s y m m e t r y ' - c o a r d i n a t e  o f  t h e  

3 1 
o r i g i n a l  p o i n t .  The l o c a t i o n  of- t h e s e  p o i n t s  i s  shown i n  

E i g -  L Z L X _ w e l e t  ' n '  he a-her o f  p c d ~ t s  + n  a 
r- 

. c o w o n e n t  o f  i n t e r e s t ,  and Pf  e a c h  poin, t  c a n  have' 3 * , e 
- ---- 

. symmet ry  c o o r d i n a t e s ,  t h e n  t h e  t o t a l  number  o f  symmetry  

c o o r d i n a t e s  p o s s i b l e  i s  3n.  By d e t e r m i n i n g  t h e  a c t u a l  
d 

number  o f  symmet ry  c o o r d i n a t e s  'b" t h a t  a n  image  h a s  

e n a b l e s  u s  t o  c a l c u l a t e  ~ i :  
f 



L 
The f a c t q r  4a  i s  i n c l u d e d  t o  a i r o w  f o r  ;be case 

where  a  g i v e n  c o m p o n e n t  h a s  a  p o i n t  a t  t h e  o r i g i n  (0 ,O)  

o f  t h e  i m a g e .  T h a t  i s ,  The '  p o i n t  ( 0 , O )  i s  d e f i n e d  a s  

h a v i n g  4  symme.try c o o r d i n a t e s .  I f  t h i s  o c c u r s  a = 1 ,  

o t h e r w i s e  a  = 0  and  t h e  f a c t o r  d r o p s  o u t  o f  t h e  

3 e ' q u a t i o n .  T h i s ' r a L i o  i s  m u l t i p l i e d ' b y  1 0  t o  f o r c e  S I  t o  
- - - -- -- - - -p - - p- - -- - -- - -- 

- - -  - p p -  - - - 

% t a k e  o n  v a l u e s - b e t w e e n  0  a n d  10.  The i m a g e  i n  F i g .  lmp- 
, -3 

h a s  a symmet ry  i n d e x  o f  10.0, w h e r e a s  S I  i s  0  f o r  t h e  

image i n  F i g ;  17C. 

I f  we c o n s i d e r  F i g .  1 8 C  mo;e c l o s e l y  we c a n  s e e  

t h a t  S I  would  b e  g r e a t e r  t h a n  z e r o  i f  t h e  c l u s t e r  were  

o c c u r  s i n c e  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  a n u c l e a r  image  i n  a n  

a r r a y  i s  p u r e l y  random.  SPATS a l l o w s  f o r  a r a n d o m  

o r i e n t a t i o n  by r o t a t i n g  t h ~  a x i s  and* a n a l y z i n g  t h e  image  

f o u r  times a t  a n  a x i a l  r o t a t i o n  o f  0 , 2 0 , 4 5 ,  and  70 

d e , g r e e s .  .SI i s  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  r o t a t i o n  and  t h e  
Z 

- minimum i s  t a k e n  a s  t h e  b e s t  e s t i m a t e . .  A t  a x i a l  
b 

r o t . a t i o n s  o f  0  a n d  45  degree.^' t h e  symmet ry  c o o r d i n a t e s  

r o m t i o n s  o f  2 0  'and 70 d e g r e e s  t h e  s y m m e t r y 8 c o o r d i n a t e s  
v 

m u s t  b e  obtained t r i g o n o m ~ u i c a l l y ,  
' b 

b. Q U A D R A N T  SYHnETRY INDEX ( Q S I )  



QSI ' p r o v i d e s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  number  o f  q u a d r a n t s  

o c c u p i e d  by a  c o m p o n e n t  of  i n t e r e s t .  A s  w i t h  S I ,  

C 

d e t e r m i n i n g  QSI i s  c o m p l i c a t e d  by t h e  p r o b l e m  of  r a n d o m  
2 

o r i e n t a t i o n  and  i s  d e a l t  wit'h i n  t h e  same manner  b y  

e s t i m a t i n g  QSI a t  f o u r  a x i a l  r o t a t i o n s .  The a n g u l a r  
I * 

r o t a t i o n s  a r e  t h e  same a s  f o r  SI, A t  a n  a n g u l a r  r o t a t f o n  

o f  0 d e g r e e s  a p o i n t  c a n  b e  a s s i g n e d  t o  a n y  o f  t h e  f o u r  
'I 

q u a d r a n t s  s i m p l y  by c o n v e r t i n q  t h e i r  a r r a y  l o c a t i o n  t o  
4 

some a n g l e  0 e a c h  p o i n t  must  be t e s t e d  u s i n g  4  r u l e s  t o  * 
s e e  i f  t h e  p o i n t  f a l l s  w i t h i n  a  t e s t  a r e a ,  The t e s t  

a r e a s  a r e  shown i n  F i g .  17D. The 4 r u l e s  a r e  l i s t e d  

b e 1  ow: 

1 (When x > 0 a n d  y  > 0) . - -- - - - - - - -- - -- pp - - - - -- - - - - - 

I f  y > x-(TAN 0 )  a s s i g n  t h e  p o i n t  t o  . q u a d r a n t  1 ,  

o t h e r w i s e  a s s i g n  i t  t o  , q u a d r a n t  4 ,  

) (When x b <  0  and  9 > 0 )  

I f  x > y(TAN 8 )  a s s i g n  t h e  p o i n t  t o  q u a d r a n t  2 ,  

o t h e  w i s e  a s s i g n  i t  t o  q u a d r a n t  1. \ 
3 )  (When 0  a n d  y  < 0)  

I f  x > y(TAN 8 )  a s s i g n  t h e  p o i n t  t o  q u a d r a n t  4 ,  
-, / 



F i g u r e  17. A & g S ? T t h m  f o r  symmet ry  a n a l y s i s .  

A :  P o s i t i o n  & + a  n u c l e a r  image  i n  a  2 d i m e n s i o n a l  

a r - i n d i c a t i n g  t h e  c o n v e r s i o n  o f  ( r o w , c o l u m n )  
& 

c o o r d i n a n t s  t o  (x , y )  c o o r d i n a n t s .  The .  r o w '  
f 4 

i n c r e a s e s  f r o m  t o p  t o  b o t t o n ,  c c d u m n s  i n c r e a s e '  ' 
- - - 

-= f r o m  l e f t  t o  r i g h t  

B :  L o c a t i o n  o f  t h r e e  symmet ry  c o o r d i n a n t s  f o r  t h e  . 6, 
- - --- -- p o _ i 4 t ( ~ + y j  &-- --- - -- 

C :  L o c a t i o n  o f  4 p o i n t s  when t h e  symmet ry  i n d e x  

e q u a l s  z e r o .  
4 

v 

D :  The l o c a t i o n  o f  t h e  t e s t  a r e a s  ( h a t c h e d  

r e g i o n )  u s e d  t o  a s s 4 g n  a  p o i n t  t o  a p a r t i c u l a r  

q u a d r a n t  a f t e r ' t h e  a x i s  h a s  b e e n  r o t a t e d  b y  - 
- 



COLUMN ( x )  



p a r t i c u l a r  q u a d r a n t  QSI c a n  them be c a l c u l a t e d  froze 

t h e  f o l l o u i a g :  

Where q l  t o  q 4  = t h e  t . o t a l  a r e a  o f  ' t be  component  i n  

1 --- 
-- -- ebe t o t a l  a r e a Y t T h e  component  b e i n g  

c o n s i d e r e d ,  

R I N G  SYMMETRY I N D E X  

RSI a t t i ? m p t s  t o  e s t i m a t e  t h e  l o c a l  synme,try o f  a p o i n t  

by c h e c k i n g  i t s  n e a r e s t  8 n e i g h b o r s .  I f  we l e t  ' n '  be 

t h e  t o t a l  number of  f i l l e d  n e i p h b o r s  and ' a # 
-- - - - - -- -- - - - - - - b e t t l p - -  

t o t a l  a r e a  o f  t h e  component  b e i n g  c o n s i d e r e d  t h e n :  - 

RSI  = n / 8 a  

T h i s  r a t i o  i s  m u l t i p l i e d  by 10 t o  f o r c e  B S I  t o  t a k e  on 

v a l u e s  be tween  0 (none of t h e  8 n e i g h b o r s  a r e  o f  t h e  
. - 

s a k  componen t )  t o  10 ( a 1 1  n e i g h b o r .  a r e  o f  t h e  same 

CORAT, p r o v i d e s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  c r o s s - s e c t i o n a l  





w e i g h t ,  T h i s  i s  a c c o m p l i s h e d  by f i r e t  d e t e r m i n i n g  w b e r i  t h e  
- 

- 

p o h t  l a  koeatecT r e T a t i F e  t o  t h e  n e a r e s t  l a r g e  o b j e c t .  t h a t  i s ,  

w h e t h e r  i t  i s  l o c a t e d  on t h e  r i g h t  s i d e ,  t o p ,  l e f t  s f d e  o r  

b o t t o m  o f  t h e  o b - j e c t .  
C 3 

p n  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  p o i n t  h a s  been e s t a b l i s h e d ,  a n  

i y a p p r o p i a t e  probe  i s  invoked  which  e x a m i n e s  5 o f  t h e  p o i n t ' s  
- 

-- -- - - -- 

n e a r e s t  n g i g b o r s .  The , w e i g h t  o f  e a c h  b o i n t  i s  r e c a l c u l a t e d  a n d \  
A A - p  - - -  - -uL - - A - - - - - -- - 

t h i s  w e i g h t  i s  t a k e n  a $  t h e  b e s t  e s t i m a t e .  The amount o f  

c l e a n i n g  t h a t  i s  p o s s i b l e  w i t h  w e i g h t  a s s i g n m e n t s  i s  shown i n  
- - - - - - - 
-- - - - - -- - 

F i g .  18B. We c a n  s e e  t h z  i t  h a s  removed n e a r l y  a l l  o f  t h e  

s c a t t e r e d  background  p o i n t s  b u t  t h a t  - t h e  l a r g e r  images  n e a r  t h e  

b o r d e r  s t i l l  r i h s  1 a l w a y s  o c c u r  w i t h  l a r g e  o b j e c t s  

d e i n c e  t h e  w e i g h t s  o f  h e i r  i n d i v i d u a l  p o i n t s  w i l l  b e  w i t h i n  t h e  
F 

d i f f e r e n t  a p p r o a c h .  Once ;he we'ight a s s i g n r n t ~  have  b e e n  

c o m p l e t e  t h e  p rogram b e g i n s  t o  d e f i n e  t h e  p e r i m e t e r  o f  e v e r y  . 
o b j e c t  t h a t  i s  l e f t  i n  t h e  s c a d  a r e a  by ' e m p l o y i n g  a  s e t  o f  

v e c t o r  p r o b e s  ( 5  v e c t o r  s l p r o b e  1. CELED i n v o k e s  a s e p a r a t e  p robe  
, 

f o r  t h e  t o p , r i g h t  s i d e  , b o t t o m  a n d , l e f t  s i d e  o f  t h e  t h e  image'. 

T b e  p r o b e s  move ' c l o c k w i s e  a round  t h e  image and are  s e t  up i n  . 

s u c h  a  r a y  a s  t o  e n a b l e  t h e  p rogram t o  know when 1; b e  t o  
$ b 

s w i t c h  f r o m  one p robe  t o  a n o t h e r ,  A l t h o u g h  it ' is n o t  e a e e n t i a l - ,  

t h e  p r o b e s  a r e  u s u a l l y  a b l e .  t o  f i n d  t h e i r  way back t o  t h e  

s t a r t i n g  p o s i t i o n  a f t e r  c i r c u m n a v i g a t i n g  t h e  a b j e c t .  Theee  
-- -- - - - - - - - - - - - - - %- - 

- -- - - - -- -- - - - - - - - - --- - - - -- 

v e c t o r s  a r e  shown i n  F i g .  1 8 C .  



.Once  the p e r i a r e t e r  o f  t h e  o b j e c t  b a s  b e e n  d e f i n e d  , i t  i s  
... = * 

, . a s s i g n e d  a  u n i q u e  number .  CELED t h e n  moves on t o  t h e  n e r t ' > o b  j e c t  

and  t h e  p r o c e s s  i s  r e p e a t e d  u n t i l  a l l  o b j e c t s  h a v e  +been 
'w # 

t 

i d e n t i f i e d .  A f t e r  a l l  o b j e c t s  h&e b e e n  e x a m i n e d  th i 'program nbt 

o n l y  knows many o b j e c t s  aTe  pr-grsent,  but I t  a l s o  knows t h e  
- - 

c i r c u m f e r e n c e  o f  e a c h  o b j e c t .  J t  t h e n  +-kes _ the  _ - _ -  
a a- 

-- - 

how 

and t o t a l  a r e a  

a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  l a f x e s t  o b j e c t  i s  t h e  o n e  o f  I n t e r e s t  and  
f 

t r e a t s  e v e r y t h i n g  e l s e  a s  b a c k g r o u n d .  If t h e  l a r g e s t  o b j e c t  l i e s  
- - - - - - - - -- - - - - -- - 

o n t h e - b o r d e r - o f  t h e  s c a n  a r e a  i t  i s  d e l e t e d  and t h e  n.ext ,a 

' . 
l a r g e s t  o b j e c t  l a  t r e a t e d  a s  t h e  Image.  t h e n  

p r o d u c e d  and i s  shown i n  Fig. 18D. 



Figure Algorithm f o r  an auromated procedure t o  c l e a n  

d i g i t i z e d  nuc l ear  i a a g e s .  

A :  Scan area  be fore  b e i n g  c leaned o f  background 

:r, . 
I*, 
C p  .* 
'f. 

B :  'scan area  p a r t i a l l y  c leaned hy w e i g h t  

C :  the f o u r  v e c t o r  probes  t h a t  are  used t o  d e f i n e  

,-&e--p~af~~-+ s &-a ---- 
scan  area .  6 

D :  the f i n a l  c l e a n i n g  s t a g e ,  l e a v i n g  o n l y  the 

nuc l ear  image i n  the  scan area .  
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