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A b s t r a c t

STRAIN DIFFERENCES IN  THE LEVELS OF EPIDERMAL GROWTH 

FACTOR IN MOUSE SUBMANDIBULAR GLANDS

b y  

May Tom

A d v i s e r :  P r o f e s s o r  T i b o r  B a r k a

E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r  ( E G F ) , a n  a n d r o g e n  d e p e n d e n t  

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

s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .  G l a n d s  o f  a d u l t  m a l e  a n d  f e m a l e  m i c e  

o f  s i x  i n b r e d  s t r a i n s  ( 1 2 9 / J ,  C5 7 B L / 6 J ,  C 5 8 / J ,  S W R /J ,  R F / J  

a n d  A / J )  w e r e  a s s a y e d  f o r  EGF b y  r a d i o i m m u n o a s s a y .  I n  a l l  

s t r a i n s ,  t h e  g l a n d s  o f  m a l e s  c o n t a i n e d  3 0 - 1 0 0  f o l d  m o r e  

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

f e r e n c e s  i n  EGF c o n t e n t  w e r e  f o u n d  am ong  t h e  v a r i o u s  s t r a i n s  

i n  b o t h  s e x e s ;  t h e  h i g h e s t  a m o u n t  o f  EGF w a s  p r e s e n t  i n  R F / J  

a n d - t h e  l o w e s t  i n  C5 7 B L / 6 J ,  w i t h  a  r a t i o  o f  3 i n  t h e  m a l e  

a n d  4 i n  t h e  f e m a l e ,  r e s p e c t i v e l y .

D i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  b e t w e e n  t h e s e  t w o  s t r a i n s  

w e r e  s u b s t a n t i a t e d  b y  ( i )  i n v e s t i g a t i n g  t h e  p o s t n a t a l  

d e v e l o p m e n t  o f  EGF i n  t h e  g l a n d s  o f  a n i m a l s  t h a t  w e r e  2 - 1 4  

w e e k s  o f  a g e ;  ( i i )  by .  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t  o f  c a s t r a t i o n  a n d  

t h e  i m p l a n t a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  i n t o  c a s t r a t e d
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m i c e  o n  EGF l e v e l s ,  a n d  s e r u m  t e s o s t e r o n e  l e v e l s ;  ( i i i )  

a n a l y z i n g  t h e  i n d u c i b i l i t y  o f  EGF b y  5 ^  d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  

a n d  ( i v )  q u a n t i t a t i n g  t h e  v o l u m e  o f  G r a n u l a r  C o n v o l u t e d  

T u b u l a r  c e l l s  (G C T ' s )  b y  u s i n g  m o r p h o m e t r i c  m e t h o d s .

T h e  r e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  

b e t w e e n  t h e  t w o  s t r a i n s  a r e  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e  

p o s t n a t a l  d e v e l o p m e n t .

C a s t r a t i o n  o f  a d u l t  m a l e s  r e d u c e d  EGF l e v e l s  b y  9 8% 

i n  b o t h  s t r a i n s .  H o w e v e r ,  t h e  g l a n d s  o f  R F / J  c a s t r a t e d  

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

t h o s e  o f  t h e  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n .  T e s t o s t e r o n e  i m p l a n t s  

(1  mg i n  S i l a s t i c  t u b e ) , i n  c a s t r a t e d  m a l e s ,  i n c r e a s e d  EGF 

l e v e l s  w i t h i n  30 d a y s ,  14% a n d  10% i n  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e  

r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n d u c e d  l e v e l s  w e r e  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  R F / J  s t r a i n .  S e r u m  t e s t o s t e r o n e  l e v e l s  o f  t h e  

t w o  s t r a i n s  m e a s u r e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  w e r e  s i m i l a r  i n  

b o t h  s h a m - o p e r a t e d  c o n t r o l s  (98  n g / m l ) , a n d  c a s t r a t e s  w i t h  

i m p l a n t s  (4 2 n g / m l ) .

W h i l e  t h e  t w o  s t r a i n s  d i f f e r e d  i n  b a s a l  EGF l e v e l ,  

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

i n d u c t i o n  b y  5 <*£ d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  (DHT) . When f e m a l e s  

o f  t h e  t w o  s t r a i n s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  d a i l y  i n j e c t i o n s  o f

0 . 3  mg DHT f o r  u p  t o  14 d a y s ,  t h e  EGF l e v e l  i n c r e a s e d  

6 0 - 2 0 0  f o l d  a n d  r e a c h e d  t h e  s a m e  l e v e l .  D e s p i t e  3 a n d  14 

f o l d  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  i n  t h e  m a l e  a n d  f e m a l e  

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

o f  GCT c e l l s  a n d  t h e  l e v e l  o f  EGF m e a s u r e d  b y  r a d i o i m m u n o -



a s s a y .

By u s i n g  t h e  u n l a b e l e d  a n t i b o d y  e n z y m e  m e t h o d  o f  

S t e r n b e r g e r ,  EGF w a s  l o c a l i z e d  i m m u n o c y t o c h e m i c a l l y  

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

c o n t a i n i n g  c e l l s  w e r e  m o r e  n u m e r o u s  i n  t h e  g l a n d s  o f  R F / J  

m i c e  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  t h e  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n .  H o w e v e r ,  

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

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

c o u l d  n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  r e ­

v e a l e d  b y  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y .

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

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

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

t e s t o s t e r o n e  o r  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  v o l u m e  o f  GCT c e l l s .  

T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  s t r a i n  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l  

a r e  g e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d .
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INTRODUCTION

T h e  s a l i v a r y  g l a n d s  a r e  a n  i n t e g r a l  p a r t  o f  t h e  d i g e s ­

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

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

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

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

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

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

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

o f  m any  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  p o l y p e p t i d e s ,  i n c l u d i n g  t h e  

N e r v e  G r o w t h  F a c t o r  ( N G F ) , E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r  ( E G F ) , 

p r o t e a s e s ,  k a l l i k r e i n ,  r e n i n ,  e r y t h r o p o i e t i n ,  a m y l a s e ,  

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

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

o f  t h e  g l a n d .  M o s t  o f  t h e s e  p e p t i d e s  h a v e  b e e n  l o c a l i z e d  

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

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

s e c r e t i o n  h a v e  n o t  b e e n  b e e n  e s t a b l i s h e d .

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

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

a c t i v i t y  i n  t h e  g l a n d  ( W i l s o n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  I n  a d d i t i o n ,  

s t r a i n  d i f f e r e n c e s  i n  a m y l a s e  ( H i l t o n ,  1 9 6 7 ;  H j o r t h ,  1 9 7 8 )  

a n d  NGF ( B a m b u r g ,  1 9 7 1 )  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .

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

s t r a i n  d i f f e r e n c e s  i n  EGF i n  i n b r e d  m i c e  a n d  t o  a n a l y z e  

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



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

g e n e t i c  b a s i s  f o r  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  am ong  i n b r e d  

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

B e f o r e  p r e s e n t i n g  t h e  t o p i c  o f  i n v e s t i g a t i o n ,  d a t a  

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

t h e  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  a n d  E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r  

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

o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n .
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I . Morphology and Development of the Mouse Submandibular
G l a n d

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

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

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

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

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

l o b e s  a n d  l o b u l e s .

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

a l v e o l a r  g l a n d  c o n s i s t i n g  o f  (1)  a c i n i ,  (2)  i n t e r c a l a t e d  

d u c t s  ( I D ) ,  (3 )  g r a n u l a r  c o n v o l u t e d  t u b u l e s  (GCT) a n d  (4) 

s t r i a t e d  d u c t s  ( S D ) . T h e  s t r i a t e d  d u c t s  a r e  c o n t i n u o u s  

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

common e x c r e t o r y  d u c t .

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

d i m o r p h i s m  ( L a c a s s a g n e ,  1 9 4 0 ;  F e k e t e ,  1 9 4 1 ) .  T h e  a c i n i ,  

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

s i m i l a r  i n  t h e  tw o  s e x e s .  D i r e c t l y  c o n t i n o u s  w i t h  t h e  a c i n i  

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

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

i n  t h e  ID  c e l l s  o f  t h e  g l a n d s  o f  f e m a l e  b u t  n o t  o f  m a l e  

m i c e  ( C a r a m i a ,  1 9 6 6 a , b ;  G r e s i k  & M a c R a e ,  1 9 7 5 ) .  T h e r e  i s  

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

h i g h  c o l u m n a r  c e l l s  o f  t h e  g r a n u l a r  c o n v o l u t e d  t u b u l e s  ( G C T ' s ) .  

T h e s e  c e l l s  a r e  t h e  m o s t  s t r i k i n g l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  tw o  

s e x e s .  T h e  G C T 's  o c c u p y  a b o u t  50% o f  t h e  t o t a l  v o l u m e  o f  t h e



m a l e  g l a n d .  I n  t h e  f e m a l e  g l a n d ,  1 5 -2 0 %  o f  t h e  t o t a l  

v o l u m e  i s  c o m p o s e d  o f  G C T ' s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  G C T 's  i n  t h e  

m a l e  a r e  w i d e r  ( a v e r a g e  t u b u l a r  d i a m e t e r  = 58 urn) a n d  m o r e  

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

= 38 um) ( C h r e t i e n ,  1 9 7 7 ) .  T h e  GCT c e l l s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  

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

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

a n d  e l e c t r o n  o p a c i t y  ( J u n q u e i r a  e t  a l . ,  1 9 4 9 ;  J a c o b y  & L e e -  

s o n ,  1 9 5 9 ;  C a r a m i a ,  1 9 6 6 a , b ) . Two d i s t i n c t  g r a n u l e  t y p e s  

( l i g h t  a n d  d a r k )  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  b y  C a r a m i a  ( 1 9 6 6 a ) .

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

f e a t u r e s  o f  t h e  GCT c e l l  a r e  n o t e d .  I n  t h e  f e m a l e ,  GCT 

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

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

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

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

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

I n  c o n t r a s t ,  t h e  b a s a l  p l a s m a  m e m b r a n e s  o f  t h e  m a l e  GCT 

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

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

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

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

c e l l .  I n  t h e  f e m a l e ,  f e w e r  g r a n u l e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

GCT c e l l s  a n d  t h e  n u c l e u s  t e n d s  t o  o c c u p y  a  m o r e  c e n t r a l  

l o c a t i o n .

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

a r e  s i m i l a r .  T h e y  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  i n f o l d i n g s  o f  t h e



b a s a l  p l a s m a  m e m b r a n e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  f e m a l e  GCT 

c e l l s .  T h e  a p i c a l  c y t o p l a s m ,  h o w e v e r ,  c o n t a i n s  o n l y  

t u b u l e s  a n d  v e s i c l e s  o f  a g r a n u l a r  m e m b r a n e s  ( C a r a m i a ,  1 9 6 6 a )

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

m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  i n  t h e  a d u l t .  A t  b i r t h ,  h o w e v e r ,  

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

a b l e .  D u r i n g  p o s t n a t a l  d e v e l o p m e n t ,  t h e  g l a n d  u n d e r g o e s  

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

c h a r a c t e r i s t i c  s e x u a l  d i m o r p h i s m .  E x t e n s i v e  s t u d i e s  o n  t h e  

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

b e e n  c o n d u c t e d  ( S r e e n b y  e t  a l . ,  19 5 5 ;  J a c o b y  & L e e s o n ,  19 5 9 ;  

L e e s o n  & J a c o b y ,  1 9 5 9 ,  D v o r a k ,  1 9 6 9 ;  Y a m a s h i n a  & B a r k a ,  1 9 7 3  

C u t l e r  & C h a u d h r y , 1 9 7 4  a n d  o t h e r s ) .  As i n  t h e  m o u s e ,  t h e  

r a t  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  e x h i b i t s  a  s e x u a l  d i m o r p h i s m .  

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

n o t  a s  o b v i o u s  i n  t h e  r a t .  N e v e r t h e l e s s ,  a  r e v i e w  o f  

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

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

g l a n d  i s  f u l l y  d i f f e r e n t i a t e d  a t  60  d a y s  o f  a g e ,  w h e r e a s  

i n  t h e  r a t ,  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  n o t  c o m p l e t e d  u n t i l  3 m o n t h s  

o f  a g e  ( H a r v e y ,  1 9 5 2 ;  J a c o b y  & L e e s o n ,  1 9 5 9 ;  G r e s i k  & M a c -  

R a e ,  1 9 7 5 ) .

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

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

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

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

a n d  m o u s e .



II. Development of the Mouse Submandibular Gland

I n  t h e  r a t  a n d  m o u s e ,  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  d e v e l o p s  

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

e n d o d e r m a l  o r i g i n .  A t  14 d a y s  o f  g e s t a t i o n ,  t h e  g l a n d  

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

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

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

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

a p p a r a t u s  o r  s e c r e t o r y  g r a n u l e s .  B e t w e e n  14  a n d  17 d a y s ,  

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

By t h e  e n d  o f  t h e  1 7 t h  d a y ,  t h e  c o r d s  b e g i n  t o  t r a n s f o r m  

i n t o  t u b u l e s  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  l u m i n a .  P a r a l l e l  w i t h  

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

c y t o - d i f f e r e n t i a t i o n . By 1 8  d a y s  o f  g e s t a t i o n ,  t w o  c e l l  

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

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

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

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

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

( p r o a c i n a r  c e l l s ) . T h e  s e c o n d  c e l l  t y p e  i s  c h a r a c t e r i z e d  

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

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

t h e  t e r m i n a l  t u b u l e  c e l l s  ( Y a m a s h i n a  & B a r k a ,  1 9 7 3 )  .

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

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

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

g r a n u l e s ,  a  w e l l  d e v e l o p e d  G o l g i  a p p a r a t u s  a n d  r o u g h  

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

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

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

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

q u e s t i o n a b l e .  Y a m a s h i n a  a n d  B a r k a  ( 1 9 7 3 )  b e l i e v e  t h a t  

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

( t h e  a g r a n u l a r  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s  o f  G r e s i k  & M a c R a e ,  

1 9 7 5 ) .  O t h e r s  m a i n t a i n ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  t e r m i n a l  t u b u l e  

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

( J a c o b y  & L e e s o n ,  1 9 5 9 ;  Y o h r o ,  1 9 7 0 ) .  T h e  f a t e  o f  t h e  

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

b o t h  h y p o t h e s e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  ( Y a m a s h i n a  & B a r k a ,

1 9 7 3 ;  B r e s s l e r ,  1 9 7 3 ;  Y o h r o ,  1 9 7 0 ;  a n d  J a c o b y  & L e e s o n ,  1 9 5 9 ) .

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

b e e n  d e s c r i b e d  b y  G r e s i k  & M a c R a e  ( 1 9 7 5 )  . T h e s e  c e l l s  w e r e  

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

t o  t h e  j u x t o a c i n a r  c e l l s  d e s c r i b e d  b y  S r i n i v a s a n  a n d  C h a n g  

( 1 9 7 5 ) .  D u r i n g  t h e  f i r s t  w e e k  o f  d e v e l o p m e n t ,  som e  o f  t h e  

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

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

t u b u l e  c e l l s  r e t a i n  t h e i r  g r a n u l a r  c o n t e n t .  T h e s e  g r a n u l a r  

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

s e v e n  w e e k s  o f  a g e  b u t  p e r s i s t s  i n  s m a l l  n u m b e r s  i n  t h e  

g l a n d  o f  t h e  a d u l t  f e m a l e .

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

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

r e c e n t  e v i d e n c e  b y  S r i n i v a s a n  & C h a n g  (19 79) , i n d i c a t e  

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

i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s .  By t h e  e n d  o f  t h e  f i r s t  w e e k ,  t h e  

s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  c o n t a i n s  36% a c i n a r  c e l l s ,  13% j u x t o -  

a c i n a r  c e l l s  o r  g r a n u l a r  i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s  ( G I D ) ,

26% i n t e r c a l a t e d  d u c t  c e l l s  o r  a g r a n u l a r  i n t e r c a l a t e d  d u c t  

c e l l s  (AGID) , a n d  12% s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  ( S r i n i v a s a n  & 

C h a n g ,  1 9 7 9 ) .

A t  t w o  w e e k s  o f  a g e ,  d e n s e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  a p p e a r  

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

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

t u b u l e  c e l l s  (GCT c e l l s ) . F r o m  t h r e e  w e e k s  o n ,  t h e  GCT 

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

g l a n d  o f  t h e  m a l e  t h a n  o f  t h e  f e m a l e .  By f o u r  w e e k s  o f  

a g e ,  t h e  m a l e  GCT c e l l s  i n c r e a s e  t o  28 .9 %  o f  t h e  t o t a l  

c e l l  p o p u l a t i o n  a n d  b y  s i x t e e n  t o  t w e n t y  w e e k s , t h e y  com­

p r i s e  4 7% o f  t h e  e n t i r e  c e l l  p o p u l a t i o n  ( G r e s i k  & M a c R a e ,  

1 9 7 5  a n d  S r i n i v a s a n  & C h a n g ,  1 9 7 9 ) .  I n  t h e  f e m a l e ,  GCT 

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

h o o d ,  t h e  f e m a l e  GCT c e l l s  o c c u p y  o n l y  1 0 —14% o f  t h e  e n t i r e  

g l a n d .
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Ill. Sexual Dimorphism of the Submandibular Gland

S i n c e  L a c a s s a g n e ' s  w o r k  ( 1 9 4 0 ) ,  t h e  s e x u a l  d i m o r p h i s m  

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

i n v e s t i g a t e d  ( J u n q u e i r a  e t  a l . ,  1 9 4 9 ;  G r a d  & L e B l o n d ,  1 9 4 9 ;  

H a r v e y ,  1 9 5 2 ;  R a y n a u d ,  1 9 6 0  a n d  o t h e r s ) . D a t a  i n  t h e  l i t e r a ­

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

h o r m o n a l  c o n t r o l s .

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

t h e  t u b u l a r  s e g m e n t  o f  t h e  g l a n d  ( L a c a s s a g n e ,  1 9 4 0 ) .  T h i s  

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

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

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  b a s a l  s t r i a t i o n s  i n  t h e  GCT c e l l s  ( R a y ­

n a u d ,  1 9 6 0 ;  C a r a m i a ,  1 9 6 6 b ) . C o m p l e t e  r e g r e s s i o n  o f  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  m a l e  f e a t u r e s  o c c u r r e d  30 d a y s  a f t e r  c a s t r a ­

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

o f  n o r m a l  f e m a l e s . U l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  r e v e a l e d  a  d e ­

c r e a s e  i n  t h e  a v e r a g e  h e i g h t  o f  t h e  GCT c e l l s  f r o m  27  um 

t o  16 um; t h e  f o r m a t i o n  o f  p l a s m a  m e m b r a n e  i n f o l d i n g s  w i t h  

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

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

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

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

c y t o p l a s m  ( C a r a m i a ,  1 9 6 0 b ;  C h r e t i e n ,  1 9 7 7 ) .

T h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a  s i n g l e  i n j e c t i o n  o f  5 mg o f  

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

5 d a y s ,  i n  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e r g a s t o p l a s m  a n d  G o l g i  a p p a r a -
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t u s ; a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  a n d  s i z e  o f  t h e  s e c r e t o r y  

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

i n f o l d i n g s  a n d  m i t o c h o n d r i a  ( C h r e t i e n ,  1 9 7 7 )  . T h e  e f f e c t s  

o f  c a s t r a t i o n  a n d  t e s t o s t e r o n e  a d m i n i s t r a t i o n  h a v e  b e e n  

s t u d i e d  h i s t o c h e m i c a l l y  a s  w e l l  (K ro n m a n  & S p i n a l e , 1 9 6 5 ;  

B e r k m a n  & K r o n m a n ,  1 9 7 0 ;  S a t o  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  A d e c r e a s e  

i n  t h e  i n t e n s i t y  o f  t y r o s i n e  a n d  t r y p t o p h a n  s t a i n i n g  w a s  

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

m a l e s .

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

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

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

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

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

r o l e  i n  t u b u l a r  d e v e l o p m e n t  ( H a r v e y ,  1 9 5 2 ;  R a y n a u d ,  1 9 6 0 ;  

S m i t h  & F r o m m e r ,  1 9 7 2 ) .  T h e  t u b u l a r  d e v e l o p m e n t  t h a t  o c c u r s  

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

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

60 d a y s  a f t e r  b i r t h .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e ,  h o w ­

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

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

T h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  t o  a d u l t  a n d  i m m a t u r e  

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

i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  s e c r e t o r y  g r a n u l e s .  F o l l o w i n g  

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

r e s s e m b l e d  t h e  g l a n d s  o f  n o r m a l  m a l e s  ( H a r v e y ,  1 9 5 2 ;  R a y n a u d ,  

1 9 6 0 ) *
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T h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  a b o v e  s t r o n g l y  s u g g e s t s  a  

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

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  t u b u l a r  s y s t e m .  H o w e v e r ,  t e s t o s t e r o n e  

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

o f  t h e  G C T ' s .  H y p o p h y s e c t o m y  a n d  c a s t r a t i o n  p r o d u c e d  a  

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

c a s t r a t i o n  a l o n e  ( L a c a s s a g n e  & C h a m o r r o ,  1 9 4 0 ) .  S i m i l a r l y ,  

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

GCT c e l l s  t h a t  w a s  m o r e  p r o n o u n c e d  t h a n  t h a t  s e e n  a f t e r  

t h y r o i d e c t o m y  o n l y  ( L e B l o n d  & G r a d ,  1 9 4 8 ;  G r a d  & L e B l o n d ,  

1 9 4 9 ) .  T e s t o s t e r o n e  o r  e s t r o g e n  a d m i n i s t r a t i o n  t o  h y p o -  

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

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

t h y r o x i n e  a d m i n i s t e r e d  a l o n e  t o  t h y r o i d e c t o m i z e d - c a s t r a t e d  

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

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

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

g l a n d  w a s  r e s t o r e d .  R a y n a u d  ( 1 9 6  4 ) ,  a f t e r  o b s e r v i n g  t h a t  

t h y r o x i n e  a n d  c o r t i s o n e  w e r e  r e q u i r e d  t o  r e v e r s e  t h e  e f f e c t s  

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

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

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

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

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

a n d  s e x  h o r m o n e s .

C h r e t i e n  i n v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t  o f  t e s t o s t e r o n e  o n  

t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  u s i n g  r a d i o a u t o g r a p h i c  a n d  b i o -
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c h e m i c a l  a s s a y s  f o r  DNA, ENA a n d  p r o t e i n .  T h e  GCT c e l l s  

f a i l e d  t o  i n c o r p o r a t e  J H - t h y m i d i n e  i n  n o r m a l  a n d  c a s t r a t e d  

m a l e  m i c e .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  t o  c a s t r a t e d  

m a l e s  f a i l e d  t o  s t i m u l a t e  DNA s y n t h e s i s  i n  t h e  GCT c e l l s .  

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

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

s y n t h e s i s  w a s  t h r e e  t i m e s  l o w e r  i n  c a s t r a t e d  a n i m a l s .  The  

r a t e  o f  t o t a l  ENA s y n t h e s i s  i n c r e a s e d  6 h o u r s  a f t e r  t h e  

i n j e c t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  t o  c a s t r a t e d  m a l e s ,  w i t h  a  p e a k  

o c c u r r i n g  24 h o u r s  l a t e r .  F o l l o w i n g  t h i s  r i s e ,  t h e r e  w a s  

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

a l s o  i n c r e a s e d ,  b u t  o n l y  12  h o u r s  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  

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

( 1 9 6 9 ) ,  who m e a s u r e d  t h e  e f f e c t s  o f  t e s t o s t e r o n e  o n  

ENA s y n t h e s i s  i n  t h e  g l a n d  u s i n g  ^ H - c y t i d i n e .

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

a n d r o g e n s .  When s l i c e s  o r  h o m o g e n a t e s  o f  s u b m a n d i b u l a r
3

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

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

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

s l i c e s  o f  t h e  g l a n d s  o f  a n d r o g e n - i n s e n s i t i v e  t f m / y  m i c e  

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

t e r o n e  t h a n  t h o s e  o f  n o r m a l  m a l e s  ( C o f f e y ,  19 7 3 ;  G o l d s t e i n  

& W i l s o n ,  1 9 7 2 ) .  C y t o p l a s m i c  b i n d i n g  o f  d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  

i n  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  W i l s o n  & 

G o l d s t e i n  ( 1 9 7 2 )  a n d  D unn  e t  a l . ,  ( 1 9 7 3 ) .  T h e  b i n d i n g  w a s

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

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

d e s c r i b e d  (T ak u m a  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  T h e  b i n d i n g  w a s  d e t e c t e d  

a t  5 d a y s  o f  a g e  i n  b o t h  s e x e s .  W i t h  i n c r e a s i n g  a g e ,  t h e  

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

b u t  w a s  m a i n t a i n e d  a t  5 p m o l e / m g  p r o t e i n  l e v e l  i n  a d u l t  

f e m a l e s .  C a s t r a t i o n  o f  m a l e s ,  h o w e v e r ,  i n c r e a s e d  t h e  

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

f e m a l e s .  T h e  a u t h o r s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l o w  l e v e l  o f  

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

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

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

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

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

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

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

( J u n q u e i r a  e t  a l . ,  1 9 4 9 ;  C h r e t i e n ,  1 9 6 5 ;  G r e s i k ,  1 9 6 6 ) ,  

p r o t e a s e s  ( J u n q u e i r a  e t  a l . ,  1 9 4 9 ;  C a r a m i a  e t  a l . ,  1 9 6 2 ;  

A n g e l e t t i  e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  L e v i - M o n t a l c i n i  & A n g e l e t t i ,  1 9 6 4 ;  

S w i g a r t  e t  a l . ,  1 9 6 5 ;  B h o o l a  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  r e n i n  ( O l i v e r  

& G r o s s ,  1 9 6 7 ;  B h o o l a  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  W i l s o n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  

k a l l i k r e i n s  ( B h o o l a  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  e r y t h r o p o i e t i n  ( Z a n g h e r i  

e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  l e t h a l  f a c t o r  ( H o s h i n o  & L i n ,  1 9 6 8 ) ,  n e r v e  

g r o w t h  f a c t o r , NGF, ( L e v i - M o n t a l c i n i ,  1 9 6 4 )  a n d  e p i d e r m a l  

g r o w t h  f a c t o r , EGF,  ( C o h e n ,  1 9 6 5 a , b ) .

A l t h o u g h  J u n q u e i r a  e t  a l . ,  ( 1 9 4 9 )  f o u n d  n o  s e x  d i f f e r ­

e n c e  i n  a m y l a s e  c o n t e n t ,  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d
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s u c h  d i f f e r e n c e s  ( C h r e t i e n ,  196  5;  G r e s i k ,  1 9 6 6 ) .  W i t h  t h e  

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

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

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

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

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

f a c t o r .  P a s q u i n i  e t  a l . (19  74) d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e

o f  NGF, EGF a n d  e s t e r o p r o t e a s e  a c t i v i t y  w i t h i n  t h e  s e c r e t o r y  

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

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  EGF, ( S c h w a b  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  V an  

N o o r d e n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  G r e s i k  & B a r k a ,  1 9 7 7 ) ,  r e n i n  ( G r e s i k  

e t  a l . , 1 9 7 8 ) ,  p r o t e a s e s  ( G r e s i k  e t  a l . ,  1 9 7 9 )  a n d  e r y t h r o ­

p o i e t i n  ( F a v a  d e  M o r a e s  e t  a l . ,  1 9 7 9 )  h a v e  b e e n  l o c a l i z e d  

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

i m m u n o c y t o c h e m i c a l  t e c h n i q u e s .  T h e s e  s u b s t a n c e s ,  a s  w e l l  

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

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

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

r e s t o r e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t o  n o r m a l  m a l e  l e v e l s  ( J u n q u e i r a  

e t  a l . , 194  9 ;  L e v i - M o n t a l c i n i ,  1 9 6 4 ;  B y n n y  e t  a l . ,  19 7 2 ;  

B h o o l a  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  C h r e t i e n ,  1 9 7 7 ) .

T h e  p o s t n a t a l  a c c u m u l a t i o n  o f  EGF ( B y n n y  e t  a l . ,  ( 1 9 7 2 ) ,  

a m y l a s e  ( G r e s i k ,  1 9 6 6 ;  S m i t h  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  G r e s i k  & M a c R a e ,  

1 9 7 5 )  a n d  p r o t e a s e s  ( J u n q u i e r a  e t  a l . ,  1 9 4 9 )  h a v e  b e e n  

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

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

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

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

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

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

a g e .  K a i h o  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  f o l l o w e d  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  

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

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

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

g r a n u l e s  i n  t h e  g l a n d  o f  d e v e l o p i n g  m a l e  m i c e  a t  15  d a y s  

o f  a g e .  T h e  g r e a t e s t  i n c r e a s e  o c c u r r e d  b e t w e e n  25  a n d  50 

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

g r a n u l e s ,  n o r m a l  l e v e l s  w e r e  r e s t o r e d  a f t e r  t e s t o s t e r o n e  

a d m i n i s t r a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a c t i n o m y c i n  

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

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

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

t i o n  ( A n g e l e t t i  e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  C h r e t i e n ,  1 9 7 7 ) .

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

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

c h a r a c t e r i z e d  a n d  i n v e s t i g a t e d .
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IV. Epidermal Growth Factor

E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r  ( E G F ) , i s  a  p a r t i a l l y  h e l i c a l  

p o l y p e p t i d e  c o n s i s t i n g  o f  53 a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  w i t h  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  6 0 4 5 .  T h i s  p r o t e i n  w a s  i s o l a t e d  b y  

C o h e n  ( 1 9 6 5 b )  f r o m  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  a f t e r  i t  

w a s  d i s c o v e r e d  t h a t  i n j e c t i o n s  o f  c r u d e  e x t r a c t s  o f  t h e  

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

o p e n i n g  a n d  t o o t h  e r u p t i o n .

EGF h a s  b e e n  f u l l y  c h a r a c t e r i z e d  i n  t e r m s  o f  i t s  a m i n o  

a c i d  c o m p o s i t i o n ,  s e q u e n c e  a n d  c h e m i c a l  b e h a v i o r  ( C o h e n  e t  

a l . ,  1 9 7 4 a ) .  EGF c o n t a i n s  a l l  t h e  a m i n o  a c i d s  e x c e p t  

p h e n y l a l a n i n e ,  l y s i n e  a n d  a l a n i n e .  I t  i s  n o n - d i a l y z a b l e , 

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

b r i e f  b o i l i n g  i n  w a t e r .  H e a t i n g  i n  d i l u t e  a l k a l i  o r  

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

I n  c r u d e  h o m o g e n a t e s  o f  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d ,  EGF 

e x i s t s  a s  a  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p l e x ,  HMW-EGF, t h a t  

c o n s i s t s  o f  t w o  m o l e c u l e s  o f  EGF, a n d  t w o  m o l e c u l e s  o f  

b i n d i n g  p r o t e i n  ( T a y l o r  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  T a y l o r ,  1 9 7 4 a , b ) . T h e  

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

w e i g h t  o f  2 9 , 3 0 0  ( T a y l o r  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  T h e  p r o t e i n  i s  

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

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

p o s s e s s e s  n o  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  w h e r e a s  t h e  HMW-EGF i s  

b i o l o g i c a l l y  a c t i v e .

S i n c e  i t s  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n ,  t h e  e f f e c t s  o f
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m o u s e  EGF h a v e  b e e n  a n a l y z e d  i n  v a r i o u s  i n  v i t r o  a n d  i n  

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

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

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

e f f e c t s ,  t h e  r e a d e r  i s  r e f e r r e d  t o  C o h e n  ( 1 9 7 4 a , b )  a n d  

C a r p e n t e r  ( 1 9 7 8 ) .  D e s p i t e  t h e  e x t e n s i v e  r e s e a r c h  c o n c e r n i n g  

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

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

T h e  m o u s e  i s  n o t  t h e  o n l y  s p e c i e s  i n  w h i c h  EGF i s  

p r e s e n t .  EGF h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  h u m a n  u r i n e  ( G r e g o r y ,  

1 9 7 5 ;  S t a r k e y  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  i n  v a r i o u s  h u m a n  t i s s u e s  

( H i r a t a  & O r t h ,  19 79) a n d  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  

r a b b i t  ( T u r k i n g t o n  e t  a l . ,  1 9 7 1 )  a n d  r a t  ( T u r k i n g t o n  e t  

a l . ,  19 7 1 ;  M o o r e ,  1 9 7 8 ) .

Human EGF h a s  b e e n  f u l l y  c h a r a c t e r i z e d ,  w h e r e a s  r a t  

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

The three types of EGF, mouse, rat and human are similar 
in terms of chemical and biological properties.

A l l  t h r e e  t y p e s  o f  EGF p r o d u c e d  p r e c o c i o u s  e y e l i d  

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

( M o o r e ,  1 9 7 8 ;  C o h e n  & C a r p e n t e r ,  1 9 7 5 ;  C o h e n  1 9 6 5 a ) .

H o w e v e r ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  EGF f r o m  t h e  t h r e e  s p e c i e s  

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

EGF e x h i b i t  o n l y  a  30% h o m o l o g y  i n  t e r m s  o f  a m i n o  a c i d  

c o m p o s i t i o n  ( G r e g o r y ,  1 9 7 5 ) .  D e s p i t e  t h e  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  

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

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

17



l a t i o n  o f  t h e  g r o w t h  o f  h u m a n  f o r e s k i n  f i b r o b l a s t s ;  h y p e r ­

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

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

s e c r e t i o n  i n  d o g s  a n d  h u m a n s  ( C o h e n  & C a r p e n t e r ,  1 9 7 5 ;

G r e g o r y  & W i l l s h i r e ,  1 9 7 5 ;  B o w e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .

E v i d e n c e  t h a t  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  s y n t h e s i z e s  

EGF h a s  b e e n  p r o v i d e d  b y  T u r k i n g t o n  e t  a l . ( 1 5 7 1 ) .  Im m uno-  

c y t o c h e m i c a l l y , EGF w a s  l o c a l i z e d  e x c l u s i v e l y  t o  t h e  GCT 

c e l l s  ( G r e s i k  & B a r k a ,  1 9 7 7 )  . T h e  i m m u n o s t a i n i n g  o f  t h e  

GCT c e l l s  w a s  m o r e  i n t e n s e  i n  m a l e s  t h a n  i n  f e m a l e s .  T h i s  

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

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

i n g  f o r  EGF v a r i e d  f r o m  c e l l  t o  c e l l  a n d  am ong  t h e  s e c r e t o r y  

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

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

s e c r e t o r y  p h a s e  o f  t h e  g r a n u l e s  ( G r e s i k  & B a r k a ,  1 9 7 7 ) .

B y n n y  e t  a l . (19  72) h a v e  d e v e l o p e d  a  r a d i o i m m u n o a s s a y  

(RIA) f o r  m o u s e  EGF,  p e r m i t t i n g  i t s  a c c u r a t e  q u a n t i t a t i o n .

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

o f  EGF a n t i s e r a  w i t h  o t h e r  p o l y p e p t i d e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a ­

t e d .  By u s i n g  R IA ,  t h e  EGF l e v e l s  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  

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

t h a n  t h o s e  o f  t h e  f e m a l e s  ( 1 0 0 0  n g / m g  t i s s u e  v s .  70 n g / m g  

t i s s u e  i n  f e m a l e s ) . C a s t r a t i o n  o f  m a l e s  r e d u c e d  EGF l e v e l s  

c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  f e m a l e  ( 1 1 3  n g / m g  t i s s u e ) . T e s t o s ­

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

c r e a s e d  EGF m o r e  t h a n  10 f o l d ,  e x c e e d i n g  n o r m a l  m a l e  v a l u e s
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( 2 9 0 0  n g / m g  t i s s u e ) . R a d i o i m m u n o a s s a y  o f  EGF i n  e x t r a c t s  

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

a n d  l i v e r  r e v e a l e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  l e s s  t h a n  0 .1% f o u n d  

i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .

B y n n y  e t  a l . ( 1 9 7 2 )  a l s o  m e a s u r e d  EGF l e v e l s  i n  t h e >  

d e v e l o p i n g  m a l e  m i c e .  EGF w a s  f i r s t  d e t e c t e d  a t  15  d a y s  

o f  a g e .  T h e  a m o u n t  w a s  l o w ,  a b o u t  0 . 0  2 n g / m g  t i s s u e .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  EGF i n c r e a s e d  t o  0 . 3 0  n g / m g  a t  20 d a y s  a n d  

t o  47 n g / m g  t i s s u e  a t  29 d a y s ;  i t  r e a c h e d  maximum l e v e l s  

o f  a b o u t  1 0 0 0  n g / m g  b y  50 d a y s  o f  a g e .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  

i n  a c c o r d  w i t h  t h e  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  d a t a  o f  G r e s i k  & B a r k a  

( 1 9 7 7 ) ,  who o b s e r v e d  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  EGF i n  t h e  g l a n d s  

o f  d e v e l o p i n g  m i c e .  EGF f i r s t  a p p e a r e d  i n  s i n g l e ,  s c a t t e r e d  

GCT c e l l s  i n  t h e  m a l e  a t  20 d a y s  o f  a g e .  I n  t h e  f e m a l e ,

EGF c o n t a i n i n g  c e l l s  d i d  n o t  a p p e a r  u n t i l  30 d a y s  o f  a g e .

By 45  d a y s  o f  a g e ,  t h e  n u m b e r  o f  GCT c e l l s  c o n t a i n i n g  EGF 

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

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

c o n c e n t r a t i o n s  o f  EGF. I n  a d d i t i o n ,  EGF w a s  p r e s e n t  i n  

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

a s  f o l l o w s :

R I A - m o u s e  EGF (B y n n y  « t  a l . ,  1 9 7 4 )

p l a s m a 1 . 0  n g / m l

m i l k

u r i n e

s a l i v a

2 0 0 - 4 0 0  n g / m l  

1 0 0 0  n g / m l  

1 0 0 0  n g / m l
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M u r p h y  ( 1 9 7 7 )  h a s  r e p o r t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  EGF a s  h i g h  

a s  600  u g / m l  i n  t h e  s a l i v a  o f  m i c e .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  a  

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

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

l e v e l s  o f  EGF w e r e  r e p o r t e d  t o  b e  t h e  s a m e  i n  t h e  tv-o s e x e s ,  

( 1 . 4  n g / m l  i n  m a l e s  a n d  1 . 2  n g / m l  i n  f e m a l e s ) . I n  a d d i t i o n ,  

c a s t r a t i o n  o r  t e s t o s t e r o n e  a d m i n i s t r a t i o n  h a d  n o  e f f e c t  

o n  p l a s m a  EGF l e v e l s  (B y n n y  e t  a l . ,  1 9 7 4 )  .

W h i l e  t h e  mode o f  EGF s e c r e t i o n  i n t o  t h e  p l a s m a  i s  n o t  

k n o w n ,  i t  i s  b e l i e v e d  t o  b e  m e d i a t e d  b y  ©<£ - a d r e n e r g i c  a g e n t s .  

T h e  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  o f  p h e n y l e p h r i n e ,  a n  ^ ^ - a d ­

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

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

l e v e l s  f r o m  1 . 5  n g / m l  t o  152  n g / m l .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a  

c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  i n  EGF c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s u b m a n d i b u ­

l a r  g l a n d  f r o m  1 5 3 0  n g / m g  t i s s u e  t o  530  n g / m g  t i s s u e  (B y n n y  

e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  / ^ - a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  s u c h  a s  i s o p r o t e r e n o l ,  

h a d  n o  e f f e c t  o n  p l a s m a  EGF l e v e l s .  I n j e c t i o n  o f  c y c l o c y -  

t i d i n e ,  a n  a n t i t u m o r  a g e n t ,  i n t o  m a l e  m i c e ,  c a u s e d  d e g r a n u ­

l a t i o n  o f  t h e  GCT c e l l s  a n d  a  p a r a l l e l  d e p l e t i o n  o f  EGF.

T h i s  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a  t r a n s i e n t  i n c r e a s e  i n  s e r u m  EGF 

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

a d m i n i s t r a t i o n  o f  d i b e n z y l i n e ,  a n  © ^ - a d r e n e r g i c  b l o c k i n g  

a g e n t ,  b u t  n o t  b y  p r o p a n o l o l ,  a  ^ - a d r e n e r g i c  b l o c k e r  ( B a r k a  

e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  a  c o r r e l a t i o n  b e ­

t w e e n  s u b m a n d i b u l a r  EGF a n d  p l a s m a  EGF l e v e l s  i n  - a d r e n e r g i c  

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



b a s a l  EGF l e v e l s  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  a n d  i n  t h e  

b l o o d  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d .  T h e s e  d a t a  w e r e  s i m i l a r  t o  

a  s t u d y  u s i n g  s u b m a n d i b u l a r  s l i c e s ,  i n  v i t r o  ( R o b e r t s ,  

1 9 7 7 )  .
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V. E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r  a n d  A n d r o g e n s

T h e  e f f e c t  o f  s e v e r a l  a n d r o g e n s  o n  EGF l e v e l s  i n

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

e t  a l . (19  74) . T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  p o t e n c y  o f  t h e  a n d r o g e n s

i n  i n d u c i n g  EGF w a s  i n  t h e  o r d e r  o f  5 t* d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  >

t e s t o s t e r o n e  >  3 t>i a n d r o s t a n e d i o l  > 3 / $  a n d r o s t a n e d i o l ,  w i t h  

5 d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  b e i n g  1 3 . 4  t i m e s  m o r e  p o t e n t  t h a n  

t e s t o s t e r o n e .  T h e r e  w a s  a  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  

a m o u n t  o f  EGF i n d u c e d  a n d  t h e  d o s e  o f  t e s t o s t e r o n e  o r  

5 d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  o v e r  a  100  f o l d  d o s e  r a n g e  ( 0 . 0 0 1 -

0 . 1  m g / d a y ) . A s i n g l e  i n j e c t i o n  o f  2 mg t e s t o s t e r o n e  o r  

5 c< d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  s i g n i f i c a n t l y  in< c e a s e d  EGF l e v e l s ,  

m e a s u r e d  o n e  d a y  a f t e r  i n j e c t i o n .  D a i l y  i n j e c t i o n s  r e s u l t ­

e d  i n  a  50 f o l d  i n c r e a s e  i n  EGF l e v e l s  i n  t h e  f i r s t  f i v e  

d a y s ,  w i t h  a  g r a d u a l  f u r t h e r  i n c r e a s e  f r o m  d a y  7 t o  1 4 .

T e s t o s t e r o n e  a d m i n i s t e r e d  t o  f e m a l e  t f m / y  m i c e  f o r  

14 d a y s  f a i l e d  t o  i n d u c e  EGF. T h e  t f m / y  m o u s e  h a s  a  

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

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

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

t a r g e t  c e l l  a n d  i s  n o t  a  c o n s e q u e n c e  o f  d e c r e a s e d  c y t o ­

p l a s m i c  r e c e p t o r s  ( G o l d s t e i n  & W i l s o n ,  19 7 2 ) .  T h e  a n d r o g e n  

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

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

p h e n o t y p e  ( B a r d i n ,  19 7 3 ) .  T h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  a  

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

t o  t h e  EGF l e v e l s  i n  n o r m a l  f e m a l e  m i c e .

B a r t h e  e t  a l . (19  74) r e p o r t e d  t h a t  c y p r o t e r o n e  a c e t a t e  

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

g l a n d  EGF. T h e  f a c t  t h a t  a n t i - a n d r o g e n s  b l o c k  t e s t o s t e r o n e  

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

t o s t e r o n e  t o  i n d u c e  EGF i n  t f m / y  m i c e  a l l o w  t h e  m o d e l  f o r  

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

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

d i b u l a r  g l a n d .

2. T he M odel for the M echanism  of A ction of Androgens

Nu cleu scA M P Lnzyin o  ac tiva t ion  
( P en to se  shu i ( )

N uc le a r  a c c e p to r  sites

5 a  DHT -  R 5 a  D H T  -  R

SBC
o r

CBG

5 a  Diols Secre t ion Initial Earlv Late

R esp o n ses

R ib oso m a l  R N A  M essenger  R N A  D NA

S o m e  p ro te in s  P h o s p h o l ip id s  H is to nes

P ro te in  M e m b r a n e s  Mitosis
p h o s p h o r y l a t i o n  „  „ -

Bulk o f  p r o t e in s

Fig. 1. A schem atic m odel for the m echanism  o f action o f androgens. T  testosterone; 
SBG  sex steroid-binding ^ -g lobu lin ; CBG corticosteroid-binding a-. — g lob u lin ; 5aD H T  
5a-dihydrotestosterone; 5aDiols 5«-androstanediols; @  and Q  indicate changes in con­

figuration o f  receptor com plex during activation

( M a i n w a r i n g ,  1 9 7 7 )

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

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

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

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

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

f i n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  GCT c e l l .  T h e r e f o r e ,  t h e  

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

EGF a s  a  s p e c i f i c  b i o c h e m i c a l  m a r k e r .  H o w e v e r ,  t h e  m i l i e u  

o f  t h e  g l a n d s , a s  w e l l  a s  t h e  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  a n i m a l  a r e  

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

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

o d i c i t y  ( K r i e g e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  EGF l e v e l s  i n  t h e  g l a n d s  

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

l i g h t  h o u r s  a n d  l o w e s t  d u r i n g  d a r k  h o u r s .  EGF l e v e l s  i n  

f e m a l e s  p e a k e d  8 h o u r s  b e f o r e  t h e  m a l e .  S u p e r i o r  c e r v i c a l  

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

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

EGF. S e r u m  t e s t o s t e r o n e  l e v e l s ,  i n  m a l e s ,  w h i c h  v a r i e d  

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

l e v e l s .  T h e s e  f i n d i n g s  c o n f i r m  t h e  w o r k  o f  B a r t k e  e t  a l . 

(19  73) who m e a s u r e d  s e r u m  t e s t o s t e r o n e  l e v e l s  i n  m i c e  a n d  

r a t s .  T h e y  o b s e r v e d  s t r i k i n g  i n d i v i d u a l  v a r i a t i o n s  i n  

t e s t o s t e r o n e  l e v e l s  w h i c h  r a n g e d  f r o m  l e s s  t h a n  1 n g / m l  

p l a s m a  t o  o v e r  30 n g / m l  p l a s m a .  T h e s e  f l u c t u a t i o n s  p e r ­

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

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

f r o m  t h e  t e s t e s . T h i s  i s  b a s e d  o n  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  i n  t h e  t e s t e s  w a s  a s  v a r i a b l e
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a s  t h a t  i n  t h e  p l a s m a  ( B a r t k e  e t  a l . , 1 9 7 3 )  .

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

i n  s u b m a n d i b u l a r  a m y l a s e  a n d  NGF ( H i l t o n  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  

H j o r t h ,  1 9 7 8 ;  B a m b u r g ,  1 9 7 1 )  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d .  D i f f e r ­

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

b e t w e e n  tw o  i n b r e d  s t r a i n s  o f  m i c e  w e r e  r e p o r t e d  b y  W i l s o n  

e t  a l . ( 1 9 7 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  d a t a  b y  G r e s i k  ( u n p u b l i s h e d )

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

G C T 's  i n  t h e  g l a n d s  o f  22 i n b r e d  s t r a i n s  o f  m a l e  m i c e .
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VI. Outline of the Investigation

B a s e d  o n  t h e s e  r e p o r t s , t h e  e x i s t e n c e  o f  s t r a i n  

d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  w a s  p o s t u l a t e d .  F o r  t h e  i n i t i a l  

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

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

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

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

e a c h  s t r a i n ,  a s  w e l l  a s  d i f f e r e n c e s  a m ong  s t r a i n s .  I t  w a s  

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

c o n t r o l s  i n v o l v e d  i n  m a i n t a i n i n g  d i f f e r e n t  EGF l e v e l s  i n  

i n b r e d  m i c e .  F o r  a  m o r e  d e t a i l e d  a n a l y s i s ,  t w o  s t r a i n s  o f  

m i c e  w e r e  s e l e c t e d ,  r e p r e s e n t i n g  h i g h  a n d  l o w  EGF l e v e l s .

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

T h e  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  b e t w e e n  t h e  t w o  s t r a i n s  

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

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

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

o f  GCT c e l l s .

S i n c e  EGF i s  s e c r e t e d  i n t o  t h e  s a l i v a ,  t h e  p o s s i b i l i t y  

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

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

t i o n  r a t e  o f  EGF w a s  a l s o  c o n s i d e r e d .  T h i s  p r o b l e m  i s  

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

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

s t a t u s  o f  t h e  GCT c e l l s .  E . g .  t h e  a m o u n t  o f  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  

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



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

I m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w a s  u t i l i z e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  

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

t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  t h e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e .

W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s p e c i f i c  g e n e  

p r o d u c t s ,  d i f f e r e n c e s  i n  m a t u r a t i o n  am ong  i n b r e d  s t r a i n s  

o f  m i c e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( P a i g e n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  T h e r e ­

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

m a n d i b u l a r  EGF c o n t e n t  a t  1 4 ,  2 4 ,  2 8 ,  3 5 ,  65  a n d  9 5  d a y s  

o f  a g e .

S i n c e  EGF i s  a n  a n d r o g e n  d e p e n d e n t  p e p t i d e ,  t h e  

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

i n  s e r u m  t e s t o s t e r o n e  l e v e l  w a s  e x a m i n e d .  T h e  p r o b l e m  

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

To  r e s o l v e  t h i s  p r o b l e m ,  m a l e  m i c e  f r o m  b o t h  h i g h  a n d  lo w  

EGF s t r a i n s  w e r e  s h a m - o p e r a t e d ,  c a s t r a t e d ,  o r  c a s t r a t e d  

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

o f  t h e  h o r m o n e .  . A n i m a l s  w e r e  s a c r i f i c e d  30 d a y s  a f t e r  s u r ­

g e r y  a n d  EGF a n d  s e r u m  t e s t o s t e r o n e  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  

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

t e s t o s t e r o n e  may n o t  b e  i n d i c a t i v e  o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  EGF 

l e v e l s  am ong  s t r a i n s  o f  m i c e .  I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  a n d r o g e n  

r e s p o n s e  o f  t h e  g l a n d ,  5 DHT w a s  a d m i n i s t e r e d  t o  f e m a l e  

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

c o m p a r e d .

F i n a l l y ,  t h e  s p e c i f i c  l o c a l i z a t i o n  o f  EGF w i t h i n  t h e  

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

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

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

m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s .

I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  p h e n o t y p i c  e x p r e s s i o n  o f  a  

s t r a i n  i s  d e t e r m i n e d  b y  i t s  g e n e t i c  m a k e - u p .  T h e r e f o r e ,  

d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  am ong  t h e  t w o  s t r a i n s  o f  m i c e  

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

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

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

t h e  p r o b l e m  w e r e  i n v e s t i g a t e d .
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MATERIALS AND METHODS

M a l e  a n d  f e m a l e  m i c e  o f  s i x  i n b r e d  s t r a i n s  f r o m  

J a c k s o n  L a b o r a t o r i e s  ( B a r  H a r b o r ,  M a i n e ) ,  S W R /J ,  A / J ,

C5 7 B L / 6 J ,  1 2 9 / J ,  C5 8 / J  a n d  R F / J .  A l l  m i c e  w e r e  8 

w e e k s  o f  a g e  u p o n  a r r i v a l ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  a n d  

w e r e  m a i n t a i n e d  i n  a i r - c o n d i t i o n e d  q u a r t e r s  f o r  a t  l e a s t  

o n e  w e e k .  The  m i c e  w e r e  f e d  P u r i n a  m o u s e  chow  a n d  w a t e r  

a d  l i b i t u m  a n d  k e p t  u n d e r  12 h o u r s  l i g h t  a n d  12 h o u r s  

d a r k  p h a s e  c y c l e s .

A l l  m i c e  w e r e  k i l l e d  a t  65 d a y s  o f  a g e ,  u n l e s s  o t h e r ­

w i s e  s t a t e d ,  a f t e r  a n  o v e r n i g h t  f a s t .  A n i m a l s  w e r e  

a n e s t h e t i z e d  u s i n g  e t h e r  a n d  k i l l e d  b y  e x s a n g u i n a t i o n .

T h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  a d j a c e n t  

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

a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  p r o c e s s i n g  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y  

o f  EGF. P o r t i o n s  o f  t h e  g l a n d s  w e r e  p r o c e s s e d  f o r  im m u n o -  

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

B o u i n ' s  f i x a t v e  a n d  10% p h o s p h a t e  b u f f e r e d  f o r m a l i n  ( F i s h e r ) ,  

r e s p e c t i v e l y .

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

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

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

s a m p l e s  f r o m  2 - 3  m i c e  w e r e  p o o l e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  

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

t e r o n e  .
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Experimental Protocol

I .  EGF i n  t h e  S u b m a n d i b u l a r  G l a n d s  o f  S i x  I n b r e d  S t r a i n s .

I I .  D e v e l o p m e n t a l  C h a n g e s  i n  EGF i n  R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J  M i c e .

I I I .  ' I n d u c t i o n  o f  EGF b y  5 ^  DHT i n  R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J  M i c e .

I V .  T h e  E f f e c t s  o f  C a s t r a t i o n  a n d  I m p l a n t a t i o n  o f  T e s t o s ­

t e r o n e  o n  EGF L e v e l s  i n  t h e  Two S t r a i n s .

I . EGF i n  t h e  S u b m a n d i b u l a r  G l a n d s  o f  S i x  I n b r e d  S t r a i n s . 

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

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

i m m u n o a s s a y .  A l l  a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  a t  6 5 d a y s  o f  a g e  

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

s c r e e n i n g ,  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J ,  r e p r e s e n t i n g  h i g h  a n d  lo w  EGF 

s t r a i n s ,  r e s p e c t i v e l y  w e r e  s e l e c t e d .

I I . D e v e l o p m e n t a l  C h a n g e s  i n  EGF i n  R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J  M i c e . 

T e n  m a l e  a n d  t e n  f e m a l e  m i c e  o f  t h e  R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J

s t r a i n s  w e r e  k i l l e d  a t  t h e  f o l l o w i n g  a g e s :  1 4 ,  2 1 ,  2 8 ,  3 5 ,

65  a n d  95 d a y s .  T h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  w e r e  r e m o v e d  a n d  

a s s a y e d  f o r  EGF u s i n g  r a d i o i m m u n o a s s a y .

I I I .  I n d u c t i o n  o f  EGF b y  5&< DHT i n  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  M i c e .

5 DHT ( 0 . 3  m g / d a y / a n i m a l ,  s . c . )  w a s  a d m i n i s t e r e d

t o  f e m a l e  m i c e  o f  t h e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n s  f o r  3 ,  5 ,  7 

o r  14 d a y s .  C o n t r o l  a n i m a l s  r e c e i v e d  v e h i c l e  ( s e s a m e  o i l ) .  

A l l  a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  a t  65  d a y s  o f  a g e .
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IV. The Effects of Castration and Implantation of Testos­
t e r o n e  o n  EGF L e v e l s  i n  t h e  Two S t r a i n s .

M a l e  m i c e  o f  t h e  K F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n s  w e r e  d i v i d e d  

i n t o  t h r e e  g r o u p s : s h a m - o p e r a t e d  c o n t r o l s ; c a s t r a t e d  a n d  

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

U n d e r  c h l o r a l  h y d r a t e  a n e s t h e s i a  ( 0 . 4  m g / g b w ) , a n  

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

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

e x c i s e d  a f t e r  a  l i g a t u r e  o f  t h e  v e s s e l s .  T h e  w o u n d  w as  

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

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

n o t  e x c i s e d .

S i l a s t i c  i m p l a n t s  c o n t a i n i n g  1 mg o f  t e s t o s t e r o n e  

p r o p i o n a t e  ( L i l l y ,  50 m g / m l )  s u s p e n d e d  i n  s e s a m e  o i l  a n d  

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

f o l l o w i n g  m a n n e r :

S i l a s t i c  m e d i c a l  g r a d e  t u b i n g  ( 0 . 1 4 7 3  cm i . d .  x  0 . 1 9 5 5  

cm o . d . ;  Dow C o r n i n g )  w e r e  c u t  i n t o  13  mm s e c t i o n s .  E a c h  

s e c t i o n  w a s  s e a l e d  a t  o n e  e n d  u s i n g  S i l a s t i c  a d h e s i v e  

( T y p e  A ,  n o .  8 9 1 ;  Dow C o r n i n g ) . U s i n g  a  H a m i l t o n  50 u l  

m i c r o s y r i n g e ,  20 u l  o f  t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  w a s  a d d e d  

t o  e a c h  13 mm s e c t i o n  o f  S i l a s t i c  t u b i n g .  T h e  c a p s u l e  w a s  

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

t e m p e r a t u r e  f o r  a  m in im u m  o f  24 h o u r s . T h e  c o m p l e t e d  

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

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

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  48 h o u r s  p r i o r  t o  i m p l a n t a t i o n .  A
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small incision was made in the dorsal neck region and the 
capsule was inserted under the skin. Ethicon sutures 
were used to close the incision.

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

h o u s e d  t h r e e  a n i m a l s  p e r  c a g e .  A l l  m i c e  w e r e  k i l l e d  a t  

95  d a y s  o f  a g e  i . e .  30 d a y s  f o l l o w i n g  s u r g e r y .  S e r u m  w a s  

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

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

EGF.
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METHODS

I. RADIOIMMUNOASSAY OF EGF

T h e  r a d i o i m m u n o a s s a y  m e t h o d  o f  B a r t h e  e t  a l .  ( 1 9 7 4 )  

w a s  u s e d .

Preparation of Epidermal Growth Factor:
EGF w a s  p u r i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  C o h e n  & 

S a v a g e  ( 1 9 7 5 ) .  T h i s  EGF w a s  u s e d  a s  r e f e r e n c e  s t a n d a r d ,  

t r a c e r  a n d  a n t i g e n  i n  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A ) .

P u r i f i e d  EGF p r e p a r e d  f r o m  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  

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

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

t e c h n i q u e  ( O u c h t e r l o n y ,  19 5 8 ) .  T h e  EGF a l s o  g a v e  a  s i n g l e  

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

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

EGF u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .

P r e p a r a t i o n  o f  a n t i s e r a :

R a b b i t s  w e r e  i m m u n i z e d  w i t h  t h e  EGF i n  c o m p l e t e  F r e u n d ' s  

a d j u v a n t  a n d  t h e  a n t i s e r a  o b t a i n e d  w e r e  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  

p u r i f i c a t i o n .  A l i q u o t s  o f  t h e  a n t i s e r a  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

Radioiodination of EGF;
1 2 5

P u r i f i e d  EGF w a s  l a b e l e d  w i t h  I  b y  t h e  c h l o r a m i n e  T 

m e t h o d  o f  H u n t e r  & G r e e n w o o d  (19  6 2 ) .

125T h i s  p r o c e d u r e  i s  a s  f o l l o w s :  To 2 mCi o f  I  i n

NaOH (New E n g l a n d  N u c l e a r  , 17  C i / m g ) , 20 u l  o f  0 . 0 5  M 
p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 . 5  w a s  a d d e d  a n d  m i x e d .  F r o m  t h i s  

m i x t u r e ,  10 u l  w a s  r e m o v e d  a n d  p l a c e d  i n t o  a  s e p a r a t e

33



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

a d d i n g  50 u l  o f  b u f f e r ,  5 n g  o f  p u r i f i e d  EGF a n d  10 u l  

o f  c h l o r a m i n e  T (5  m g / m l ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c ) . T h e  o x i d a ­

t i o n  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  a f t e r  30 s e c o n d s  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  20  u l  o f  s o d i u m  m e t a b i s u l f i t e  (5 m g / m l ) .

T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  a  200  u l  w a s h  o f  b u f f e r  a n d  100  u l  

w a s h  o f  KI (1  m g / m l ) . F i n a l l y ,  o n e  t o  t w o  d r o p s  o f  b r o m -  

p h e n o l  b l u e  w e r e  a d d e d  t o  t h e  f i n a l  i o d i n a t i o n  v o l u m e  o f  

39 5 u l .

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

S e p h a d e x  G - 2 5  c o a r s e  f o l l o w e d  b y  S e p h a d e x  G -50  f i n e

1 2 5(Pharmacia) columns, in order to remove free I and
a g g r e g a t i o n s  o f  EG F.  F r a c t i o n s  o f  0 . 5  m l  w e r e  c o l l e c t e d

by using an LKB fraction collector. Fractions representing 
12 5t h e  I - E G F  w e r e  p o o l e d  a n d  s t o r e d  i n  1 00  u l  a l i q u o t s  a t

- 2 0 ° C .  S a m p l e s  w e r e  t h a w e d  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  u s e .  O n l y  

f r e s h l y  t h a w e d  a l i q u o t s  w e r e  u s e d  i n  a l l  r a d i o i m m u n o a s s a y s .  

I o d i n a t i o n  o f  EGF w a s  p e r f o r m e d  o n c e  e v e r y  t w o  m o n t h s .  

P r e p a r a t i o n  o f  t i s s u e  e x t r a c t :

S u b m a n d i b u l a r  g l a n d s ,  p r e v i o u s l y  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C ,  

w e r e  t h a w e d  a n d  h o m o g e n i z e d  i n  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  

pH 7 . 5 ,  u s i n g  a  P o t t e r - E l v e h j e m - t y p e  h o m o g e n i z e r  w i t h  a  

T e f l o n  p e s t l e .  D e p e n d i n g  o n  t h e  a g e  o f  t h e  a n i m a l s ,  1% o r  5 

h o m o g e n a t e s  w e r e  m a d e .

T h e  h o m o g e n a t e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r p m  f o r  20 

m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  r e m o v e d  u s i n g  P a s t e u r  p i ­

p e t t e s  a n d  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  g l a s s  w o o l .  A l i q u o t s  o f



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

p r o p y l e n e  t u b e s  a t  - 2 0 ° C .  S a m p l e s  w e r e  t h a w e d  i m m e d i a t e l y  

p r i o r  t o  a s s a y s .

R a d i o i m m u n o a s s a y  p r o c e d u r e :

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

0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 . 5 ,  c o n t a i n i n g  0 .5% h u m a n  s e r u m  

a l b u m i n  a n d  0 .0 2 5 %  s o d i u m  a z i d e .

I n c u b a t i o n  m i x t u r e s  c o n s i s t e d  o f  0 . 1  m l  o f  a n t i s e r a  

d i l u t e d  a p p r o p r i a t e l y  t o  b i n d  a p p r o x i m a t e l y  50% o f  t h e  

t r a c e r  ( 1 0 , 0 0 0  c p m ) , 0 . 1  m l  u n k n o w n  o r  s t a n d a r d  a n d  b u f f e r .  

T h e  f i n a l  i n c u b a t i o n  v o l u m e  w a s  0 . 5  m l  w i t h  a n  a n t i s e r u m  

d i l u t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 : 8 0 , 0 0 0 .  S t a n d a r d  c u r v e s  w e r e  

p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e  a t  8 d i l u t i o n s  ( 0 . 0 3 - 4 . 0  n g )  a n d  

u n k n o w n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  d u p l i c a t e  a t  3 d i l u t i o n s .  S t a n ­

d a r d s  a n d  u n k n o w n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  4^C f o r  3 d a y s .  A f t e r  

i n c u b a t i o n ,  50 u l  o f  h o r s e  s e r u m  a n d  0 . 8  m l  20% p o l y e t h y l e n e  

g l y c o l  ( C a r b o w a x  6 0 0 0 ,  U n i o n  C a r b i d e )  i n  0 . 0 5  M p h o s p h a t e  

b u f f e r ,  pH 7 . 5  w e r e  a d d e d  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  b o u n d  1 2 5 I - E G F

( D e s b u q u o i s  & A u e r b a c h ,  1 9 7 1 )  . T h e  t u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d
1 2 5  1 25

t o  s e p a r a t e  t h e  b o u n d  I - E G F  f r o m  f r e e  I - E G F  a t  7000

125r p m  f o r  20  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t s  c o n t a i n i n g  f r e e  I -  

EGF w e r e  a s p i r a t e d .  P r e c i p i t a t e s  r e p r e s e n t i n g  t h e  b o u n d  

f r a c t i o n s  w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a  B e c k m a n  gamma s c i n t i l l a t i o n  

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

l o g  t r a n s f o r m a t i o n  o f  R o d b a r d  ( 1 9 7 4 ) ,  a n d  a n a l y z e d  u s i n g  

S t u d e n t ' s  t  t e s t  a n d  F i s h e r ' s  P r o t e c t e d  L e a s t  S i g n i f i c a n t  

D i f f e r e n c e  t e s t  ( O t t ,  1 9 7 7 ) .
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W i t h i n  a s s a y  v a r i a t i o n  a n d  b e t w e e n  a s s a y  v a r i a t i o n  

w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  20 R I A ' s  o v e r  a  p e r i o d  o f  6 m o n t h s  

t o  b e  7% a n d  15% r e s p e c t i v e l y .
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II. RADIOIMMUNOASSAY OF TESTOSTERONE
T he  RIA p r o c e d u r e  a n d  a n t i s e r a  w a s  g e n e r o u s l y  s u p p l i e d  

b y  D r .  P . G .  S a t y a s w a r o o p  f r o m  t h e  d e p a r t m e n t  o f  O b s t e t r i c s -  

G y n e o g o l o g y ,  M t .  S i n a i  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  New Y o r k .  T h e  

RIA f o r  t e s t o s t e r o n e  d e v e l o p e d  b y  B a r t k e  e t  a l . (19  73) w a s

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

D r .  B.  C a l d w e l l ,  d e p a r t m e n t  o f  O b s t e t r i c s - G y n e o g o l o g y ,

Y a l e  U n i v e r s i t y  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  C o n n e c t i c u t .  A n t i s e r a  

w a s  p r e p a r e d  b y  i m m u n i z i n g  r a b b i t s  w i t h  t e s t o s t e r o n e ,  

c o n j u g a t e d  a t  p o s i t i o n  3 w i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n .

E x t r a c t i o n  a n d  c h r o m a t o g r a p h y :

Serum samples from males and castrated + testosterone 
implant males were collected. Not more than three samples 
were pooled for each determination.

3
A p p r o x i m a t e l y  1 2 0 0  cpm o f  1 , 2 , 6 , 7  H - t e s t o s t e r o n e  (New 

E n g l a n d  N u c l e a r ,  s p e c ,  a c t i v i t y  = 1 0 5  C i / m g )  i n  b e n z e n e :  

e t h a n o l  ( 9 : 1 )  w e r e  a d d e d  t o  8 ml s c r e w  t o p  t e s t  t u b e s  a n d  

e v a p o r a t e d  u n d e r  a n h y d r o u s  a i r .

S e r u m  s a m p l e s  o f  0 . 2  m l  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t e s t  t u b e
3

c o n t a i n i n g  H - t e s t o s t e r o n e .  A l l  s a m p l e s  w e r e  b r o u g h t  u p  t o

1 . 0  m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  T e s t o s t e r o n e  w a s  e x t r a c t e d  

w i t h  2x  4 . 0  m i  e t h e r .  I n  e a c h  c a s e ,  t h e  t u b e s  w e r e  

c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  r p m  f o r  10  m i n u t e s  t o  s e p a r a t e  t h e  tw o  

p h a s e s .  T h e  e t h e r  w a s  p i p e t t e d  o f f  i n t o  10 m l  g l a s s  t e s t  

t u b e s . E t h e r  f r o m  e a c h  e x t r a c t i o n  w a s  e v a p o r a t e d  u n d e r  

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

e x t r a c t i o n .
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F o l l o w i n g  e t h e r  e x t r a c t i o n ,  t h e  w a l l s  o f  t h e  g l a s s  

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

2 m l  a n d  1 m l  o f  e t h e r ,  r e s p e c t i v e l y  a n d  e v a p o r a t e d .

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

i n g  0 . 8 5  g S e p h a d e x  L H -2 0  ( P h a r m a c i a )  i n  15  ml o f  b e n z e n e :  

m e t h a n o l  ( 8 5 : 1 5 ,  v / v ) . T h e  r e s i n - g e l  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  

10 ml d i s p o s a b l e  g l a s s  p i p e t t e ,  i n  w h i c h  a  g l a s s  w o o l  p l u g  

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

w i t h  8 ml  o f  i s o - o c t a n e : b e n z e n e : m e t h a n o l  ( 9 0 : 5 : 5 ,  v / v ) .  A l l  

r e a g e n t s  w e r e  o f  s p e c t r a l  q u a l i t y  ( F i s h e r )  a n d  u s e d  w i t h o u t  

r e - d i s t i l l a t i o n .

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

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

s e r u m  s a m p l e  w a s  r e d i s s o l v e d  i n  0 . 4  m l  o f  i s o - o c t a n e : b e n -  

z e n e : m e t h a n o l  s o l v e n t  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  L H -20  c o l u m n .

T h e  t u b e s  w e r e  w a s h e d  w i t h  0 . 2  m l  o f  s o l v e n t  a n d  a l s o  t r a n s ­

f e r r e d  t o  t h e  L H -2 0  c o l u m n .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  14 m l  o f  

t h e  e l u a n t  ( i s o - o c t a n e : b e n z e n e : m e t h a n o l )  w h i c h  w a s  d i s c a r d e d .  

A f t e r  t h e  c o l u m n  r a n  d r y ,  12 m l  o f  e l u a n t  w e r e  a d d e d  a n d  

t h i s  w a s  c o l l e c t e d  i n  g l a s s  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s .

T h e  s e p a r a t i o n  a n d  r e c o v e r y  o f  t e s t o s t e r o n e  o n  L H -20  

c o l u m n s  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  b y  u s i n g
3

H - t e s t o s t e r o n e .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  90% o f  r e c o v e r e d  r a d i o ­

a c t i v i t y  a p p e a r e d  i n  t h e  l a s t  12 ml f r a c t i o n s  f r o m  t h e  

c o l u m n .

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

a i r  a n d  t h e n  r e d i s s o l v e d  i n  2 . 0  m l  e t h a n o l .  F ro m  e a c h  s a m -

38



p i e ,  a l i q u o t s  r a n g i n g  f r o m  25 u l  t o  200  u l  w e r e  r e m o v e d  

a n d  t h e  r e m a i n d e r  e v a p o r a t e d  t o  b e  u s e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  

o f  r e c o v e r y .

S t a n d a r d  c u r v e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e s  u s i n g  

t e s t o s t e r o n e  ( S ig m a )  a s  a  r e f e r e n c e  s t a n d a r d  i n  9 d i l u t i o n s  

( 7 . 8 - 1 0 0 0  p g ) . U n k n o w n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e s .  T o ­

t a l  i n c u b a t i o n  v o l u m e s  f o r  b o t h  s t a n d a r d  a n d  u n k n o w n s  w e r e  
3

0 . 3  m l .  B o t h  H - t e s t o s t e r o n e  a n d  a n t i s e r a  w e r e  d i l u t e d  i n  

0 . 0 5  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  c o n t a i n i n g  0 . 0 2 5 %  s o d i u m  

a z i d e  a n d  0 .1%  g e l a t i n  ( B u f f e r  G ) .

I n c u b a t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d  0 . 1  m l  o f  B u f f e r  G,
3

0 . 1  m l  H - t e s t o s t e r o n e  ( 1 3 , 0 0 0  cpm) a n d  0 . 1  m l  a n t i s e r u m  

( 1 : 8 5 0 0 ) .  B o t h  s t a n d a r d s  a n d  k n o w n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  4°C 

f o r  24 h o u r s .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  1 . 0  m l  o f  a  s o l u t i o n  o f  

d e x t r a n  c o a t e d  c h a r c o a l  ( 0 . 6 2 5 %  N o r i t  A ,  F i s h e r 0 .6 2 5 %  

D e x t r a n  T - 7 0  ( P h a r m a c i a )  i n  B u f f e r  G w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  

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

b r a t e  f o r  15  m i n u t e s  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 500  r p m  f o r  

10 m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  p i p e t t e d  o f f  i n  1 . 0  m l  

a l i q u o t s  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  t o  w h i c h  10 

m l  A q u a s o l  (New E n g l a n d  N u c l e a r )  a n d  0 . 2  m l  o f  a c e t i c  a c i d  

w e r e  a d d e d .  S a m p l e s  w e r e  c o u n t e d  i n  a  B e c k m a n  L S - 1 5 0  l i q u i d  

s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  w i t h  a  58% c o u n t i n g  e f f i c i e n c y  f o r
3

H a t  0 .2%  c o u n t i n g  e r r o r .
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I I I .  IMMUNOCYTOCHEMIS TRY

EGF w a s  l o c a l i z e d  u s i n g  t h e  u n l a b e l e d  a n t i b o d y  e n z y m e  

m e t h o d  o f  S t e r n b e r g e r  (19  74)  . S u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  w e r e  

f i x e d  i n  B o u i n ' s  f i x a t i v e  f o r  24 h o u r s  a n d  e m b e d d e d  i n  

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

m i c r o t o m e .  S e c t i o n s  f o r  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  w e r e  c u t  a t  

5 u ,  d e p a r a f f i n i z e d  a n d  h y d r a t e d  t o  w a t e r  a n d  a l l o w e d  t o  

a i r  d r y .

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

u s e d  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y  o f  EGF. T h e  f o l l o w i n g  s e r a  w e r e  

o b t a i n e d  c o m m e r c i a l l y :  r a b b i t  s e r u m  a n d  g o a t  s e r u m  ( G r a n d

I s l a n d s  B i o l o g i c a l  C o . ) ;  g o a t  a n t i - r a b b i t  I g G  ( M i l e s  L a b o r a ­

t o r i e s )  ; a n d  p e r o x i d a s e - a n t i p e r o x i d a s e  (PAP) c o m p l e x  ( M i l e s  

L a b o r a t o r i e s )  .

A l l  r e a g e n t s  w e r e  a p p l i e d  w i t h  P a s t e u r  p i p e t t e s  a s  

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

d o n e  i n  m o i s t e n e d  c h a m b e r s .

D e p a r a f f i n i z e d  a n d  h y d r a t e d  s e c t i o n s  w e r e  t r e a t e d  a s  

f o l l o w s :  ( a )  n o r m a l  g o a t  s e r u m ,  1 : 3 0 ,  5 m i n . T h i s  w a s  f o l l o w ­

e d  b y  a  b r i e f  w a s h  i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  (P B S ,  0 . 0 2  M 

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 5  a n d  8 . 5  g  N a C l  l i t e r ,  (b)  R a b b i t  

a n t i - E G F ,  1 : 5 0 0  o r  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m  a s  c o n t r o l ,  1 : 5 0 0 ,  

d i l u t e d  w i t h  1% g o a t  s e r u m  i n  P B S ,  20 t o  24 h o u r s  a t  4 ° C .

( c )  T h r e e  c h a n g e s  o f  P B S ,  10 m i n .  e a c h ,  (d )  G o a t  a n t i - r a b b i t  

i m m u n o g l o b u l i n  G ( IgG )  s e r u m ,  1 : 5 0  ( d i l u t e d  w i t h  10% n o r m a l  

g o a t  s e r u m  i n  P B S ) , 30 m i n .  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  ( e )  T h r e e  

c h a n g e s  o f  P B S ,  10 m i n .  e a c h ,  ( f )  PAP,  1 : 6 0 ,  d i l u t e d  w i t h  1%
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n o r m a l  g o a t  s e r u m  i n  P B S ,  30 m i n .  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .

(g)  T h r e e  c h a n g e s  o f  0 . 0 0 5  M T r i s - H C l  b u f f e r ,  pH 7 . 6 ,

10 m i n .  e a c h .  I n c u b a t i o n  i n  d i a m i n o b e n z i d i n e  (D A B ) /H 2 C> 2  

s o l u t i o n ,  10 m i n .  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  d a r k .  ( 1 2 . 5  

mg DA3 i n  24 m l  o f  0 . 0 5  M T r i s - H C l  b u f f e r  a t  pH 7 . 6 ,  p l u s  

1 m l  o f  0 .0 5 %  H 2 O 2 . (h)  W a s h i n g  i n  g e n t l y  r u n n i n g  w a t e r ,

3 t o  5 m i n .  ( i )  D e h y d r a t i o n  i n  e t h a n o l  s e r i e s ,  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 .
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I V .  MORPHOMETRY

P r i n c i p l e :

T h e  p o i n t  c o u n t i n g  m e t h o d  o f  G l a g o l e f f  ( 1 9 3 3 )  a s  mod­

i f i e d  b y  C h a l k e y  ( 1 9 4 3 )  w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  r e l a t i v e  

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

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

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

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

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

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

l e s s e  w a s  a  F r e n c h  g e o l o g i s t  w ho  m a t h e m a t i c a l l y  d e m o n s t r a t e d  

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

a  r o c k  c o u l d  b e  e s t i m a t e d  o n  r a n d o m  s e c t i o n s  b y  m e a s u r i n g  

t h e  r e l a t i v e  a r e a s  ( o r  a r e a l  d e n s i t y  Aa ) f o r . t h e s e  p r o f i l e s .

T h e  D e l e s s e  p r i n c i p l e  i s :

Vv  = = * i

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

a  c o m p o n e n t  ( i )  i s  e q u a l  t o  t h e  a r e a  (J^ ) o c c u p i e d  b y  t h e  

c o m p o n e n t  ( A ^ ) , w h i c h  i s  e q u a l  t o  t h e  c o m b i n e d  a r e a s  o f  

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

F o r  t h e  m a t h e m a t i c a l  d e r i v a t i o n  o f  t h i s  p r i n c i p l e  s e e  W e i b e l ,  

( 1 9 6 9 ) .

A p p l y i n g  t h e  D e l e s s e  p r i n c i p l e  t o  t i s s u e  s e c t i o n s  r e ­

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

s e c t i o n .  T h e  p o i n t - c o u n t i n g  m e t h o d  i n v o l v e s  s u p e r i m p o s i n g  a
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2
g r i d  w i t h  s m a l l  s q u a r e s  o f  u n i t  a r e a ,  a  = d  , w h e r e  d  i s  

e q u a l  t o  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  l i n e s .  T h e  d i s t a n c e  d 

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

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

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

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

s o  t h a t :

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

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

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

c o u n t e d .

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

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

P r e p a r a t i o n  o f  t i s s u e :

S u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  65  d a y  o l d  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  

m a l e  a n d  f e m a l e  m i c e  w e r e  f i x e d  i n  10% b u f f e r e d  f o r m a l i n  

p h o s p h a t e  f o r  m o r p h o m e t r i c  a n a l y s i s  f o r  a t  l e a s t  24 h o u r s  

a n d  e m b e d d e d  i n  p a r a f f i n .  A l l  t i s s u e s  w e r e  l o n g i t u d i n a l l y  

c u t  a t  7 u  u s i n g  a n  A m e r i c a n  O p t i c a l  m i c r o t o m e .

S t a i n i n g  o f  t i s s u e :

T i s s u e  s e c t i o n s  w e r e  d e p a r a f f i n i z e d  a n d  h y d r a t e d  t o  

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

( R o m e i s ,  1 9 4 8 ) .  T h i s  i s  a  t r i - c o l o r  s t a i n  b y  w h i c h  n u c l e i  

a r e  s t a i n e d  w i t h  m e t h y l  g r e e n  a n d  c y t o p l a s m i c  g r a n u l e s  a r e
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s t a i n e d  w i t h  a c i d  f u c h s i n .  O r a n g e - G  a c t s  a s  a  c o u n t e r ­

s t a i n  .

A n a l y s i s  o f  s e c t i o n s :

A l l  s e c t i o n s  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  a  C a r l  Z e i s s  m i c r o ­

s c o p e  w i t h  a  2 5x  o b j e c t i v e .  A l O x ,  100  p o i n t  o c u l a r  g r i d  

w a s  u s e d  t o  c o u n t  f o u r  c e l l  c o m p a r t m e n t s :  g r a n u l a r  c o n ­

v o l u t e d  t u b u l a r  c e l l s ,  a c i n a r  c e l l s ,  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  

a n d  m i s c e l l a n e o u s  c e l l s .  C o u n t s  w e r e  r e c o r d e d  u s i n g  a 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

c i p l e s  o f  W e i b e l  ( 1 9 6 9 ) .  B a s e d  o n  p r i n c i p l e s  o f  r a n d o m  

d i s t r i b u t i o n  a n d  p r o b a b i l i t y ,  W e i b e l  w a s  a b l e  t o  d e r i v e  a  

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

r e q u i r e d  p e r  s e c t i o n  f o r  a  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e .  B a s e d  o n  

t h i s  f o r m u l a ,  7 0 0 - 8 0 0  p o i n t s  w e r e  r e q u i r e d  p e r  t i s s u e  s e c ­

t i o n  f o r  a  c o u n t i n g  e r r o r  o f  l e s s  t h a n  5%, i f  t h e  e s t i m a t e d  

v o l u m e  d e n s i t y  w a s  50%.
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RESULTS

I . EGF in the Submandibular Glands of Six Inbred Mice.
F i g u r e s  1 a n d  2 s h o w  t h e  EGF l e v e l s  i n  t h e  s u b m a n d i b u ­

l a r  g l a n d s  o f  s i x  i n b r e d  s t r a i n s  o f  m i c e  ( C 5 7 B L / 6 J ,  1 2 9 / J ,  

C 5 8 / J ,  S W R /J ,  R F / J  a n d  A / J ) , w h i l e  t h e  b o d y  w e i g h t s ,  t o t a l  

a n d  r e l a t i v e  g l a n d  w e i g h t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I . E x c e p t  

i n  SWR/J  a n d  R F / J ,  t h e  f e m a l e  g l a n d s  w e i g h e d  l e s s  t h a n  t h e  

m a l e  g l a n d  p e r  100  g b . w .

I n  e a c h  o f  t h e  s t r a i n s  s u r v e y e d ,  3 0 - 5 0 0  f o l d  d i f f e r e n c e s  

i n  EGF c o n c e n t r a t i o n  a n d  4 0 - 1 0 0 0  f o l d  d i f f e r e n c e s  i n  EGF 

c o n t e n t  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  m a l e  a n d  f e m a l e  g l a n d s .

On t h e  b a s i s  o f  EGF c o n c e n t r a t i o n  o r  c o n t e n t ,  t h e  m a l e  

a n d  f e m a l e  m i c e  o f  t h e  s i x  s t r a i n s  f e l l  i n t o  t h r e e  c a t e g o r i e s ;  

h i g h ,  l o w  a n d  i n t e r m e d i a t e .  C a l c u l a t i o n s  u s i n g  t h e  o n e  way  

a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  a n d  F i s h e r ' s  P r o t e c t e d  L e a s t  S i g n i f i ­

c a n t  D i f f e r e n c e  t e s t  ( O t t ,  19 77) i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  am ong  t h e s e  s t r a i n s  ( T a b l e s  I I  a n d  I I I ) .

M a l e  F e m a l e

H i g h  C 5 8 / J , R F / J , S W R / J  S W R /J ,  R F / J ,  A / J

I n t e r m e d i a t e  1 2 9 / J ,  A / J  C 5 8 / J

Low C 5 7 B L / 6 J  1 2 9 / J ,  C5 7 B L / 6 J

F o r  f u r t h e r  s t u d i e s ,  R F / J  w a s  s e l e c t e d  a s  r e p r e s e n t a t i v e  

o f  t h e  h i g h  s t r a i n s  a n d  C 5 7 B L / 6 J  a s  t h e  l o w  s t r a i n .
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F i g s .  1 , 2  EGF C o n c e n t r a t i o n  ( F i g .  1) a n d  EGF

C o n t e n t  ( F i g .  2) i n  t h e  S u b m a n d i b u l a r  

G l a n d s  o f  I n b r e d  M i c e .

S u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  65 d a y  o l d  m i c e  w e r e  r e m o v e d  
a n d  a s s a y e d  f o r  EGF a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  T h e  n u m b e r  
i n  p a r e n t h e s i s  r e f e r s  t o  t h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  u s e d  
i n  e a c h  g r o u p .
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TABLE I .

BODY WEIGHTS AND SUBMANDIBULAR GLAND WEIGHTS IN INBRED STRAINS OF MICE.

STRAINS BODY WEIGHT (g ) TOTAL GLAND WEIGHT (g) GLAND WEIGHT/1 0 Og b .  w.

MALE FEMALE MALE FEMALE MALE FEMALE

1 2 9 / J 1 7 . 9  
+ 1 . 0  

(10 )

1 3 . 9  
+ 0 . 9  

(1 0 )
+

0 . 0 9 1
0 . 0 0 6 +

0 . 0 5 6
0 . 0 0 8 +

0 . 5 1
0 . 0 2 +

0 . 4 0
0 . 0 6

*

C 5 7 B L / 6 J 1 9 . 0 1 5 . 9 0 . 0 8 3 0 . 0 5 9 0 . 4 4 0 . 3 7 *
+ 1 . 9 + 2 . 6 + 0 . 0 0 9 + 0 . 0 1 + 0 . 0 5 + 0 . 0 5

(1 1 ) ( 9)

C 5 8 / J 1 7 . 1 1 5 . 2 0 . 0 8 8 0 . 0 6 6 0 .  52 0 . 4 4 *

+ 1 . 6 + 1 . 8 + 0 . 0 1 4 + 0 . 0 0 4 + 0 . 0 6 + 0 . 0 5
(11 ) (11 )

SWR/J 2 2 . 5 1 7 . 5 0 . 1 0 9 0 . 0 9 0 0 .  49 0 . 5 1
+ 0 . 9 + 0 . 9 + 0 . 0 1 1 + 0 . 0 0 9 + 0 . 0 4 + 0 . 0 5

(10 ) (10 )

R F / J 1 8 . 0 2 0 . 7 0 . 1 5 7 0 . 0 7 7 0 . 4 3 0 . 3 7
+ 3 . 4 + 0 . 8 + 0 . 0 1 7 + 0 . 0 0 7 + 0 . 0 9 + 0 . 0 4

( 9) (10 )

A / J 1 5 . 5 1 5 . 9 0 . 0 8 9 0 . 0 7 6 0 . 5 6 0 . 4 8 *

+ 2 . 5 + 1 . 4 + 0 . 0 2 7 + 0 . 0 1 1 + 0 . 1 1 + 0 . 0 4
(10 ) (1 0 )

* p  < 0 . 0 0 1



TABLE I I .

STATISTICAL ANALYSIS OF EGF CONCENTRATION AMONG S I X  INBRED STRAINS 
OF MALE MICE.

Ul
o

1 2 9 / J

C 5 7 B L / 6 J

C 5 8 / J

SWR/J

R F / J

A / J

1 2 9 / J  C 5 7 B L / 6 J  C 5 8 / J  SWR/J  R F / J A / J

+ p  < 0 . 0 5  

0 N . S .



TABLE I I I .

STATISTICAL ANALYSIS OF EGF CONCENTRATION AMONG S I X  INBRED STRAINS 
OF FEMALE MICE.

Ul

1 2 9 / J

C 5 7 B L / 6 J

C 5 8 / J

SWR/J

R F / J

A / J

1 2 9 / J  C 5 7 B L / 6 J  C 5 8 / J  SWR/J  R F / J  A / J

+ p  < 0 . 0 3  

0 N . S .



II. Developmental Changes in EGF in RF/J and C57BL/6J Mice.
T a b l e s  I V  a n d  V a n d  F i g s .  3 - 1 2  i l l u s t r a t e  b o d y  w e i g h t s ,  

t o t a l  a n d  r e l a t i v e  g l a n d  w e i g h t s  a n d  EGF c o n c e n t r a t i o n  a n d  

EGF c o n t e n t  i n  d e v e l o p i n g  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e .

T h e  d e v e l o p m e n t a l  s t u d y  c o v e r e d  a  p e r i o d  f r o m  14 t o  

9 5 d a y s  o f  a g e .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  g r o w t h  o f  t h e  m a l e s  

o f  t h e  t w o  s t r a i n s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  R F / J  g l a n d  w e i g h e d  

m o r e  t h a n  t h e  C 5 7 B L / 6 J  g l a n d  a t  a l l  a g e s  s u r v e y e d  e x c e p t  a t  14 

a n d  28  d a y s  o f  a g e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  r e l a t i v e  g l a n d  

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

d a y s  2 8 a n d  3 5 .

EGF w a s  n o t  m e a s u r a b l e  i n  t h e  g l a n d s  o f  14  d a y  o l d  

m i c e  o f  e i t h e r  s t r a i n .  H o w e v e r ,  f r o m  t h e  t h i r d  w e e k  o n ,

EGF l e v e l s  w e r e  g r e a t e r  i n  t h e  g l a n d s  o f  R F / J  m a l e  m i c e  c o m p a r e d  

t o  t h a t  o f  C 5 7 B L / 6 J .  T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  

s t r a i n s  w e r e  s i g n i f i c a n t  e x c e p t  i n  t h e  28  a n d  35  d a y  o l d  

g r o u p s .

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

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

w e i g h t  o f  t h e  R F / J  f e m a l e  w a s  g r e a t e r  t h a n  t h e  C 5 7 B L / 6 J  

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

w a s  s i m i l a r  i n  b o t h  s t r a i n s  e x c e p t  a t  35 d a y s  o f  a g e .  EGF 

c o n c e n t r a t i o n  a n d  c o n t e n t  w e r e  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  

g l a n d s  o f  R F / J  t h a n  t h e  g l a n d s  o f  C 5 7 B L / 6 J .  F o r  b o t h  m a l e  

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

u p  t h r o u g h  95 d a y s  o f  a g e .  EGF l e v e l s  r a p i d l y  i n c r e a s e d  

b e t w e e n  3 - 5  w e e k s  o f  a g e  a n d  t h e n  l e s s  r a p i d l y  a f t e r  8 w e e k s
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TABLE IV .

CHANGES IN BODY WEIGHT, SUBMANDIBULAR GLAND WEIGHT AND EGF CONCENTRATION AND CONTENT DURING POSTNATAL 
DEVELOPMENT IN MALE MICE OF R F / J  AND C 5 7 B L / 6 J .i

AGE ( d a y s ) BODY WEIGHT (g )
WEIGHT OF 

TOTAL (g)
GLAND 

PER 100 g  b . w .
EPIDERMAL 

n g / m g  TISSUE
GROWTH FACTOR

u g / g l a n d / 1 0 0  g b . w .

14 -D

A B A B A B A B A B

+
5 . 4
0 . 5

(13 )

5 . 3  
+ 0 . 7  

(10 )

0 . 0 2 3  
+ 0 . 0 0 4  

(11 )

0 . 0 2 2  
+ 0 . 0 0 4  

(10 )

0 .  39 
+ 0 . 0 8  

(13 )

0 . 4 2  
+ 0 . 0 3  

(10 )
UNDETECTABLE UNDETECTABLE

1 1 . 4 7 . 8 * 0 . 0 4 5 0 . 0 2 8 * 0 . 3 9 0 .  36 2 . 5 7 0 . 3 7 * 1 . 0 2 0 . 1 3 +
21- D + 1 . 3 + 0 . 8 + 0 . 0 4 + 0 . 0 2 5 + 0 . 0 4 + 0 . 0 3 + 1 . 8 + 0 . 3 + 0 . 7 + 0 . 1

(1 1 ) (11 ) (11 ) (11 ) (11) (11 ) ( 9) (1 1 ) ( 9) (11 )

1 4 . 2 1 1 . 3 + 0 . 0 4 2 0 . 0 3 8 0 . 3 0 0 .  35* 5 . 5 4 7 . 2 6 1 . 6 7 2 . 3 9
28 -D + 2 . 6 + 1 . 3 + 0 . 0 0 8 + 0 . 0 0 5 + 0 . 0 2 + 0 . 0 3 + 3 . 1 + 3 . 6 + 0 . 9 + 1 . 1

(11 ) (10 ) (11 ) (10 ) (11 ) (1 0 ) (10 ) ( 9) (10 ) ( 9)

2 1 . 2 1 4 . 9 * 0 . 0 8 4 0 . 0 6 4 * 0 . 4 0 0 . 4 3  ° 875 530 337 224
35 -D + 0 . 8 + 1 . 5 + 0 . 0 0 6 + 0 . 0 0 9 + 0 . 0 2 + 0 . 0 4 + 506 + 284 + 179 + 117

(1 0 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 )

2 3 . 8 1 9 . 0 * 0 . 1 1 0 0 . 0 8 3 * 0 . 4 7 0 . 4 4 11 83 52 3* 545 231 *
65 -D + 1 . 6 + 1 . 9 + 0 . 0 1 + 0 . 0 0 9 + 0 . 0 7 + 0 . 0 5 + 487 + 202 + 221 + 98

(1 2 ) (11 ) (12 ) (11 ) ( 12 ) (1 1 ) (11 ) (11 ) (11 ) (11 )

2 7 . 1 1 7 . 4 * 0 . 1 1 3 0 . 0 8 0 * 0 . 4 2 0 . 3 9 3743 2 0 3 6 * 154 2 803 *
95 -D + 1 . 5 + 6 . 3 + 0 . 0 1 + 0 . 0 1 4 + 0 . 0 6 + 0 . 0 3 + 946 + 360 + 373 + 176

(1 0 ) ( 9) (10 ) ( 9) (10 ) ( 9) (10 ) ( 9) (10 ) ( 9)

D i f f e r e n t  f r o m  A * p  < 0 . 0 0 1  T h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  u s e d  i n  e a c h  g r o u p  a r e  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s  ( ) .
+ p  < 0 . 0 1  A = R F / J
o p  < 0 . 0 2  B = C 5 7 B L / 6 J



TABLE V.

CHANGES IN BODY WEIGHT, SUBMANDIBULAR GLAND WEIGHT AND EGF CONCENTRATION AND CONTENT DURING POSTNATAL 
DEVELOPMENT IN FEMALE MICE OF R F / J  AND C 5 7 B L / 6 J .

AGE ( d a y s ) BODY WEIGHT (g)
WEIGHT OF 

TOTAL (g )
GLAND 

PER 1 0 0 g  b . w .
EPIDERMAL ' 

n g / m g  TISSUE
GROWTH FACTOR

u g / g l a n d / 1 0 0  g b . w .

14 -D

A B A B A B A B A B

+
4 . 1
0 . 7

(10 )

4 . 7  
+ 1 . 2  

(11 )

0 . 0 1 3  
+ 0 . 0 0 4  

(1 0 )

0 . 0 1 8  °  
+ 0 . 0 0 7  

(11 )

0 . 3 9  
+ 0 . 0 5  

(10 )

0 . 3 7  
+ 0 . 0 7  

(11 )
UNDETECTABLE UNDETECTABLE

1 0 . 8 9 . 1 * 0 . 0 4 4 0 . 0 3 7 * 0 . 4 1 0 . 4 1 0 . 1 5 0 . 0 6 * 0 . 0 6 0 . 0 2 *
21 -D + 1 . 1 + 0 . 8 + 0 . 0 0 5 + 0 . 0 0 4 + 0 . 0 2 + 0 . 0 4 + 0 . 0 7 + 0 . 0 2 + 0 . 0 3 + 0 . 0 0 8

(10 ) (1 1 ) (10 ) (11 ) (10 ) (11 ) (10 ) (1 1 ) ( 10 ) (11 )

1 3 . 9 1 0 . 6 * 0 . 0 4 5 0 . 0 3 5 + 0 . 3 2 0 . 3 3 0 . 3 4 0 . 1 0 0 . 1 1 0 . 0 4
2 8 - D + 2 . 6 + 1 . 7 + 0 . 0 1 + 0 . 0 0 7 + 0 . 0 4 + 0 . 0 4 + 0 . 3 + 0 . 0 8 + 0 . 1 + 0 . 0 3

(11 ) (10 ) (11 ) (10 ) (11 ) (1 0 ) ( 6) (10 ) ( 6) (10 )

1 7 . 8 1 2 . 7 * 0 . 0 5 8 0 . 0 4 7 * 0 . 3 3 0 . 3 7  ° 2 . 9 8 0 . 4 0 * 0 . 9 6 0 . 1 6 +
35-D + 1 . 0 + 1 . 2 + 0 . 0 0 5 + 0 . 0 0 6 + 0 . 0 3 + 0 . 0 4 + 1 . 5 + 0 . 5 + 0 . 5 + 0 . 2

( 9) (10 ) ( 9) (10 ) ( 9) (1 0 ) ( 7) ( 7) ( 7) ( 7)

2 1 . 4 1 5 . 9 * 0 . 0 7 6 0 . 0 6 + 0 . 3 6 0 . 3 7 1 4 . 4 0 . 9 4 * 4 . 9 6 0 . 3 5 *
65 -D + 0 . 8 + 2 . 6 + 0 . 0 1 + 0 . 0 1 + 0 . 0 5 + 0 . 0 5 + 3 . 2 + 0 . 4 + 1 . 1 + 0 . 1 6

(10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (10 ) (1 0 ) ( 7) ( 9) ( 7) ( 9)

2 5 . 1 1 8 . 5 * 0 . 0 7 3 0 . 0 5 2 * 0 . 2 9 0 . 2 8 2 2 . 7 1 . 4 1 * 6 . 7 1 0 . 3 8 *
9 5 - D + 1 . 2 + 1 . 2 + 0 . 0 0 4 + 0 . 0 0 4 + 0 . 0 3 + 0 . 0 4 + 6 . 0 + 0 . 9 + 2 . 1 + 0 . 2

(10 ) ( 9) (1 0 ) ( 9) (10 ) ( 9) (10 ) ( 9) (1 0 ) ( 9)

D i f f e r e n t  f r o m  A * p < 0 . 0 0 1  T h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  u s e d  i n  e a c h  g r o u p  a r e  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s  ( ) .
+ p <  0 . 0 1  A = R F / J
O p <  0 . 0 2  B = C 57 B L / 6J



F i g s .  3 - 1 2  C h a n g e s  i n  B ody  W e i g h t ,  S u b m a n d i b u l a r  

G l a n d  W e i g h t ,  EGF C o n c e n t r a t i o n  a n d  

EGF C o n t e n t  D u r i n g  P o s t n a t a l  D e v e l o p m e n t  

i n  M a l e  a n d  F e m a l e  M i c e  o f  R F / J  a n d  

C 5 7 B L / 6 J  S t r a i n s .

F i g s .  3 - 7 :  F e m a l e  a n i m a l s ;  F i g s .  8 - 1 2 :  M a l e  a n i m a l s .
E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n  o f  9 - 1 1  m i c e .
C i r c l e :  R F / J  m i c e ,  a s t e r i s k :  C 5 7 B L / 6 J  m i c e .

55



W
el

Rh
t 

of 
Su

bm
an

di
bu

la
r 

01

AGE (w eeks)



AGE (w eeks)

57



100

5 0

a>
O
in
m

a>
£

Ll.
O
Ll I

0.5

° R F / J

• C 5 7 B L / 6 J

6 8 10 
AGE (weeks)

12 14

58



T 3

CJ>

U_

0.05 O R F /J  

• C 5 7 B L / 6 J

0 . 0 1
64 14

AGE (weeks)

7
59



391

251

2 9 1

1 5 1

10

o

o *

z
1 I
2

I I 
e

(weeks)

8
0 . 1 2 5

•c 0 . 1 0 0
§ f-•o

0 . 0 7 5

•c
§

0 . 0 5 0
to

O
g  0 . 0 2 5  
•HQ>

o.ooo*
0

o

o
*

I I 6
I I I I I 

1 0  12  1 ;

AGE (w eeks)

60



AGE (w eeks)

61



5 0 0 0

1000
5 0 0

§ 100 
IS)

£ 50
cn

CP

o R F/J

• C 5 7 B L / 6 J
0.5

14
AGE ( weeks)

11

62



10,000 
5 0 0 0

1,000
5 0 0

8 i o o

^ 50

Li_

UJ

o RF/J  

• C 5 7 B L / 6 J
0.5

10 12 14
AGE (weeks)

12
63



of age.

III. Induction of EGF by 5o< DHT in RF/J and C57BL/6J Mice.
T h e  e f f e c t s  o f  d a i l y  a d m i n i s t r a t i o n  o f  5 < d i h y d r o t e s ­

t o s t e r o n e  t o  f e m a l e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e  f o r  0 ,  3 ,  5 ,  7 

a n d  14 d a y s  o n  EGF i s  d e p i c t e d  b y  F i g .  1 3 .  T h e  d a t a  r e ­

g a r d i n g  b o d y  w e i g h t ,  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  w e i g h t  a n d  EGF 

l e v e l s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  V I .

EGF l e v e l s  a t  a l l  t i m e  i n t e r v a l s  o f  5 ^  DHT a d m i n i s t r a ­

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

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

s t r a i n  d i f f e r e n c e s  w e r e  a b o l i s h e d  a f t e r  o n l y  3 d a y s  o f  a d ­

m i n i s t e r i n g  5*c DHT.

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  i n d i c a t e  t h a t  EGF w a s  

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

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

s i m i l a r  EGF l e v e l s ,  t h e  e f f e c t  o f  5c< DKT o n  t h e  g r o w t h  o f  

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

o f  t h e  R F / J  f e m a l e  i n c r e a s e d  13% w h e r e a s  n o  i n c r e a s e  

o c c u r r e d  i n  t h e  C 5 7 B L / 6 J .  T o t a l  g l a n d  w e i g h t s  o f  t h e  R F / J  

i n c r e a s e d  b y  16% a n d  41% i n  t h e  C 5 7 B L / 6 J  f o l l o w i n g  14 d a y s  

o f  5 <  DHT t r e a t m e n t .  C o n v e r s e l y ,  t h e  r e l a t i v e  g l a n d  w e i g h t  

o f  t h e  R F / J  f e m a l e s  d i d  n o t  c h a n g e  b u t  i n c r e a s e d  b y  34% i n  

t h e  C 5 7 B L / 6 J .
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Fig. ]3 Effect of Daily Administration of 5X DHT
on EGF Level.

F e m a l e  m i c e  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  a  d a i l y  d o s e  o f  0 . 3  
mg o f  5oL DHT s u b c u t a n e o u s l y . G r o u p s  o f  m i c e  ( ] 0 )  
w e r e  k i l l e d  a f t e r  3 ,  5 ,  7 a n d  ] 4  d a y s  o f  i n j e c t i o n .
A l l  m i c e  w e r e  65 d a y s  o l d  w h e n  k i l l e d .  T h e  s u b m a n d i b u l a r  
g l a n d s  w e r e . r e m o v e d  a n d  a s s a y e d  f o r  EGF a s  d e s c r i b e d  i n  
M e t h o d s .
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TABLE V I

THE EFFECTS OF THE DAILY ADMINISTRATION OF 5«-DIHYDROTESTOSTERONE ON BODY WEIGHT, SUBMANDIBULAR GLAND 
WEIGHT, AND EGF CONCENTRATION AND CONTENT IN FEMALE MICE OF R F / J  AND C 5 7 B L / 6 J .

DAYS OF 
TREATMENT BODY WEIGHT (g)

WEIGHT OF 
TOTAL (g)

GLAND 
PER 100 g b . w .

EPTDERMAL 
n g / m g  TISSUE

GROWTH FACTOR
u g / g l a n d / 1 0 0  g  b . w .

V
E

H
IC

L
E

U1

A B A B A B A B A B

2 2 . 9  
+ 2 . 4  

( 10 )

1 8 . 5  
+ 2 . 3  

(10 )

0 . 0 8
+ 0 . 0 1

0 . 0 5 0  
+ 0 . 0 1

0 . 3 5 0
+ 0 . 0 4

0 . 2 8 0  
+ 0 . 0 6

7 . 3  
+ 4 . 1

0 . 7 6  
+ 0 . 6

2 . 6  
+ 1 . 7 +

0 . 2
0 . 2

2 3 . 9 1 8 . 8 0 . 0 8 2 0 . 0 6 3 0 . 3 4 1 0 .  338 5 0 . 0 2 8 . 7 1 6 . 0 9 . 8
3 + 1 . 4 + 0 . 9 + 0 . 0 1 2 + 0 . 0 0 4 + 0 . 0 5 + 0 . 0 2 + 2 0 . 0 + 1 5 . 6 + 6 . 0 + 5 . 4

( 5) ( 5)

2 4 . 5 1 8 . 2 0 . 0 7 6 0 . 0 6 5 0 . 3 0 9 0 . 3 5 8 294 2 3 1 . 8 8 9 . 0 8 3 . 3
5 + 1 . 8 + 1 . 1 + 0 . 0 0 9 + 0 . 0 0 9 + 0 . 0 4 + 0 . 0 5 + 162 + 114 + 4 8 . 0 + 4 2 . 6

( 5) " (  5)

£ 2 5 . 6 1 8 . 7 0 . 0 8 7 0 . 0 6 4 0 . 3 3 6 0 . 3 4 3 400 386 134 131
a  7 + 1 . 7 + 1 . 1 + 0 . 0 0 6 + 0 . 0 0 8 + 0 . 0 2 + 0 . 0 3 + 211 + 92 + 12 + 27
in ( 5) ( 5)

2 6 . 4 + 1 9 . 6 * 0 . 0 9 5 + 0 . 0 8 4  ° 0 .  359 •  0 . 4 2 4 °  1259 1806 450 751 *
14 + 1 . 1 + 0 . 7 + 0 . 0 0 8 + 0 . 0 0 7 + 0 . 0 4 + 0 . 0 5 + 291 + 537 + 104 + 27

( 5) ( 5)

D i f f e r e n t  f r o m  A * p <  0 . 0 0 1  T h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  u s e d  i n  e a c h  g r o u p  a r e  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s  ( ) .
D i f f e r e n t  f r o m  o  p <  0 . 0  01 A = R F / J
V e h i c l e  + p< 0 . 0 1  B = C 57 B L / 6 J

•  = N . S .



IV* The Effects of Castration and Implantation of Testos­
t e r o n e  o n  EGF L e v e l s  i n  t h e  Two S t r a i n s .

T h e  e f f e c t s  o f  c a s t r a t i o n  a n d  1 mg t e s t o s t e r o n e  S i l a s ­

t i c  i m p l a n t s  i n  c a s t r a t e d  m a l e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e  a r e  

s h o w n  o n  T a b l e  V I I .

T h i r t y  d a y s  f o l l o w i n g  c a s t r a t i o n ,  EGF l e v e l s  w e r e  r e ­

d u c e d  b y  98% i n  R F / J  m a l e s  a n d  99% i n  C 5 7 B L / 6 J  c o m p a r e d  t o  

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

i n  EGF l e v e l s  s e e n  i n  i n t a c t  m a l e s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  

t w o  s t r a i n s  w i t h  t h e  c a s t r a t e d  R F / J  c o n t a i n i n g  s i g n i f i c a n t l y  

8x m o r e  EGF t h a n  t h e  C 5 7 B L / 6 J .  I m p l a n t a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  

i n c r e a s e d  t h e  EGF l e v e l  6 f o l d  c o m p a r e d  t o  c a s t r a t e s  o r  14% 

o f  s h a m - o p e r a t e d  l e v e l s  i n  t h e  R F / J  a n d  10 f o l d  c o m p a r e d  

t o  c a s t r a t e s  o r  10% o f  s h a m - o p e r a t e d  l e v e l s  i n  t h e  C 5 7 B L / 6 J .

C a s t r a t i o n  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  b o d y  w e i g h t s  o f  C 5 7 B L / 6 J  

m i c e  b u t  p r o d u c e d  a  s i g n i f i c a n t  5% i n c r e a s e  i n  R F / J  a n i m a l s .  

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

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

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

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

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

o f  b o t h  s t r a i n s  w e r e  n o t  d i f f e r e n t ,  ( R F / J ,  1 0 3 . 9  + 2 1 . 8  n g / m l  

C 5 7 B L / 6 J ,  9 6 . 0  + 7 . 8  n g / m l ) . No s t r a i n  d i f f e r e n c e s  w e r e  

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

t e s t o s t e r o n e  i m p l a n t s  ( R F / J ,  4 1 . 9  + 1 8 . 3  n g / m l ;  C 5 7 B L / 6 J ,

4 2 . 4  + 2 1 . 3  n g / m l ) .

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



TABLE V I I .

THE EFFECTS OF CASTRATION AND TESTOSTERONE PROPRIONATE IMPLANTS ON BODY WEIGHT, SUBMANDIBULAR GLAND 
WEIGHT AND EGF CONCENTRATION AND CONTENT IN MALE MICE OF R F / J  AND C 5 7 B L / 6 J .

EXPERIMENTAL
PROCEDURE BODY WEIGHT (g)

WEIGHT OF 
TOTAL (g)

GLAND 
PER 100 g  b . w .

EPIDERMAL GROWTH FACTOR 
n g / m g  TISSUE u g / g l a n d / 1 0 0  g . b , ,w.

A B A B A B A B A B

S ha m -
O p e r a t e d

2 5 . 8  
+ 1 . 5  

(11 )

2 2 . 4  
+ 2 . 0  

(1 5 )

0 . 1 2 4
+ 0 . 0 2

(11 )

0 . 0 9
+ 0 . 0 1

(15 )

0 . 4 8
+ 0 . 0 6

(11 )

0 . 3 8
+ 0 . 0 4

(15 )

35 33  
+ 15 00  

(11 )

1 0 8 6  * 
+ 386  

(14 )

17 15  
+ 75 5  

(1 1 )

423  * 
+146  

(14 )

C a s t r a t i o n
O n l y

2 7 . 0  
+ 1 . 6  

(32 )

2 2 . 3  
+ 1 . 3  

(27 )

0 . 0 9 0
+ 0 . 0 0 7

(32 )

0 . 0 7
+ 0 . 0 0 7

(27 )

0 . 3 2
+ 0 . 0 6

(32 )

0 . 3 0
+ 0 . 0 2

(27 )

85 
+ 40 

(1 6 )

1 0 . 7  * 
+ 9 . 0  

(12 )

28 
+ 13 

(16 )

3 . 3  
+ 3 . 0  

(12 )

*

C a s t r a t i o n  & 
T e s t o s t e r o n e  
I m p l a n t

2 6 . 6  
+ 2 . 0  

( 14 )

2 2 . 0  
+ 1 . 3  

(20 )

0 . 0 9 0
+ 0 . 0 1

(14 )

0 . 0 7
+ 0 . 0 1

( 20 )

0 . 3 5
+ 0 . 0 5

(1 4 )

0 . 3 1
+ 0 . 0 4

(20 )

503 
+ 529  

(10 )

1 1 5 . 7  °  
+ 1 1 . 0  

(11 )

167  
+ 174 

(10 )

3 5 . 9  
+ 2 0 . 0  

(11 )

o

D i f f e r e n t  f r o m  A * p  < 0 . 0 0 1  T h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  u s e d  i n  e a c h  g r o u p  a r e  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s  ( ) .
o  p  < 0 . 0 2  A = R F / J

B - C 5 7 B L / 6 J



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

w i t h  t e s t o s t e r o n e  i m p l a n t s .  A p p a r e n t l y ,  t h e  t e s t o s t e r o n e  

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

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

d i f f e r  b e t w e e n  t h e  t w o  s t r a i n s  i n  e i t h e r  t h e  s h a m - o p e r a t e d  

c o n t r o l s  o r  i n  t h e  c a s t r a t e s  w i t h  i m p l a n t s .  EGF l e v e l s  

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

o f  e x p e r i m e n t a l  t r e a t m e n t .
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V. Morphometry
U s i n g  t h e  p o i n t  c o u n t i n g  m e t h o d  o f  C h a l k e y  a n d  G l a g o r  

l e f f ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  G r a n u l a r  C o n v o l u t e d  T u b u l a r  c e l l s  

(G C T ' s )  w a s  e s t a b l i s h e d  i n  e i g h t  l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n s  o f  

o n e  w h o l e  g l a n d  ( T a b l e  V I I I ) . T h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n  o f  

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

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

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

t h e  e n t i r e  g l a n d .

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

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

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s u r v e y  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  T a b l e  I X .  

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

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

a n d  M e t h o d s .

A n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  i n d i c a t e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r ­

e n c e s  i n  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n  o f  GCT c e l l s  b e t w e e n  K F / J  

a n d  C 5 7 B L / 6 J  f e m a l e  m i c e .  H o w e v e r ,  t h e  E F / J  m a l e  m i c e  c o n ­

t a i n e d  8% m o r e  G C T 's  t h a n  t h e  C 5 7 B L / 6 J  m a l e  m i c e .

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

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

t h e  s a m e  a s  w h e n  GCT c e l l s  w e r e  e x p r e s s e d  a l o n e .  T h i s  r e ­

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

i n  t h e  t w o  s t r a i n s  d i d  n o t  e f f e c t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  GCT 

c e l l s ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  g i v e  r i s e  

t o  GCT c e l l s .
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TABLE V I I I .

THE RELATIVE PROPORTION OF GRANULAR CONVOLUTED TUBULE CELLS 
IN A WHOLE SUBMANDIBULAR GLAND

SECTION GCT/TOTAL PTS ._______ GCT + S .  D . /TOTAL_________ T/A

1 .  0 . 5 2 0 . 5 2 1 . 2 2

2 .  0 . 5 3 0 . 5 3 1 . 2 4

3 .  0 . 5 6 0 . 5 7 1 . 2 1

4 .  0 . 3 6 0 . 3 7 0 . 7 8

5 .  0 . 5 5 0 . 5 5 1 . 4 2

6 .  0 . 5 1 0 . 5 1 1 . 0 6

7 .  0 . 5 6 0 . 5 6 1 . 4 4

8 .  0 . 5 3 0 . 5 3 1 . 1 5

0 . 5 1 5  
+ 0 . 0 6 5

0 . 5 1 8  
+ 0 . 0 6 3

1 . 1 9  
+ 0 . 2 1

GCT = G r a n u l a r  C o n v o l u t e d  T u b u l e  
S . D .  = S t r i a t e d  D u c t  C e l l s  
T = T o t a l  = 8 0 0  p t s  
A = A c i n i

C e l l s
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TABLE IX .

THE RELATIVE PERCENTAGE OF VARIOUS CELL COMPARTMENTS ON THE 
SUBMANDIBULAR GLANDS OF R F / J  AND C 5 7 B L / 6 J  MICE.

MALES FEMALES
C e l l  C o m p a r t m e n t R F / J C 5 7 B L / 6 J R F / J C 5 7 B L / 6 J

G r a n u l a r  C o n v o l u t e d 4 7 . 2 3 9 . 4  * 1 4 . 1 1 2 . 0
T u b u l e s + 4 . 2  

( 9)
+ 3 . 0

( 8)
+ 2 . 6

( 7)
+ 3 . 2  

(10 )

A c i n i 5 1 . 0  
+ 3 . 6

5 7 . 3  + 
+ 3 . 1

7 9 . 0  
+ 2 . 2

7 9 . 0  
+ 3 . 3

S t r i a t e d  D u c t s 1 . 8  
+ 1 . 2

1 . 0  
+ 0 . 8

3 . 3  
+ 0 . 8

7 . 5  * 
+ 2 . 6

M i s c e l l a n e o u s 1 . 8  
+ 1 . 0

2 . 7  
+ 1 . 4

3 . 8  
±  1 - 1

2 . 1  * 
+ 1 . 1

G r a n u l a r  C o n v o l u t e d 0 . 4 8 0 . 4 0  * 0 . 1 7 0 . 2 0
T u b u l e s  & S . D . ±  ° - 04 + 0 . 0 3 + 0 . 0 2 + 0 . 0 3

D i f f e r e n t  f r o m  R F / J * p  < 0 . 0 0 1 T h e  n u m b e r o f  a n i m a l s u s e d  i n  e a c h
+ p< 0 . 0 1 g r o u p  a r e  

( ) .
i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s
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As e x p e c t e d ,  t h e  v o l u m e  d e n s i t y  o f  a c i n a r  c e l l s  w as  

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

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

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

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

g l a n d s .  S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  a l s o  n o t e d  i n  t h e  

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

C 5 7 B L / 6 J  f e m a l e  m i c e  c o n t a i n i n g  4% m o r e  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  

t h a n  t h e  g l a n d s  o f  R F / J  f e m a l e s .
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V I . I m m u n o c y t o c h e m i c a l  O b s e r v a t i o n s

R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J  M i c e

EGF w a s  l o c a l i z e d  o n l y  i n  t h e  GCT c e l l s ,  a n d  i t  w as  

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

v a r i a t i o n  i n  s t a i n i n g ,  a s  r e p o r t e d  b y  G r e s i k  & B a r k a  ( 1 9 7 7 )  

w a s  e v i d e n t  i n  s e c t i o n s  o f  t h e  g l a n d s  o f  m i c e  o f  t h e  tw o  

s t r a i n s .  I n  e a c h  s t r a i n ,  g l a n d s  o f  m a l e s  r e v e a l e d  many 

m o r e  EGF c o n t a i n i n g  c e l l s  t h a n  t h e  g l a n d s  o f  f e m a l e s .  ( F i g s .  

1 4 - 1 7 ) .  C o n t r o l  p r e p a r a t i o n s  i n  w h i c h  t h e  a n t i s e r u m  w a s  

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

( F i g . 18 )  .

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

o f  EGF c o n t a i n i n g  c e l l s  b e t w e e n  t h e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m a l e  

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

o f  t h e  GCT c e l l s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  t h e  R F / J  g l a n d  d i s p l a y ­

i n g  l a r g e r  c e l l s .  ( F i g .  1 4 ) .  I n  a d d i t i o n ,  GCT c e l l s  i n  t h e  

g l a n d s  o f  R F / J  s t a i n e d  m o r e  i n t e n s e l y  t h a n  t h o s e  i n  t h e  

g l a n d  o f  C 5 7 B L / 6 J  a n i m a l s .

I n  f e m a l e s ,  m o r e  p o s i t i v e  s t a i n i n g  c e l l s  w e r e  s e e n  i n  

t h e  g l a n d s  o f  m i c e  o f  t h e  R F / J  s t r a i n  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  

t h e  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n .  T h e  a m o u n t  o f  i m m u n o r e a c t i v e  EGF i n  t h e  

g l a n d s  o f  C 5 7 B L / 6 J  m i c e  w a s  s o  l o w  t h a t  t h e  s t a i n i n g  r e s s e m b l e d  

t h a t  o f  n o r m a l  c o n t r o l  s e c t i o n s  ( F i g s .  1 7 ,  1 8 ) .

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

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

EGF t h a t  w o u l d  a c c o u n t  f o r  d i f f e r e n t  EGF l e v e l s .
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F i g .

F i g .

1 4 - 1 8 .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  EGF i n  t h e  

s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  65 d a y  o l d  R F / J  a n d  

C 5 7 B L / 6 J  m i c e  b y  t h e  u n l a b e l e d  a n t i b o d y  

e n z y m e  m e t h o d .  A l l  s p e c i m e n s  w e r e  f i x e d  i n  

B o u i n ' s  f i x a t i v e  a n d  e m b e d d e d  i n  p a r a f f i n .

No c o u n t e r s t a i n i n g . X 12 0 .

1 4 .  R F / J  m a l e : Low p o w e r  m i c r o g r a p h  i l l u s t r a t i n g  t h e  
i m m u n o s t a i n i n g  f o r  EGF w h i c h  i s  c o n f i n e d  t o  t h e  
c e l l s  o f  t h e  G C T ' s .  No s t a i n i n g  i s  s e e n  i n  a c i n a r  
c e l l s  o r  c o n n e c t i v e  t i s s u e .

1 5 .  C 5 7 B L / 6 J  m a l e : C o m p a r e d  t o  F i g .  1 4 .  t h e  a m o u n t  
o f  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  t h e  GCT c e l l s  i n  t h i s  
s t r a i n  i s  l e s s .  N u c l e a r  s t a i n i n g  i s  c o n s i d e r e d  
n o n - s p e c i f i c  a n d  may b e  c a u s e d  b y  a n t i n u c l e a r  
a n t i b o d i e s  i n  t h e  im mune  s e r u m .
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y.

F i g .  1 6 .  R F / J  f e m a l e : C o m p a r e d  w i t h  t h e  s u b m a n d i b u l a r  
g l a n d  o f  t h e  m a l e ,  t h e  f e m a l e  g l a n d  c o n t a i n s  
f e w e r  G C T ' s ,  c o m p o s e d  o f  s m a l l e r  c e l l s .  Im m u n o -  
r e a c t i v e  EGF i s  l o c a l i z e d  i n  a  f e w ,  s c a t t e r e d  
c e l l s .

F i g .  1 7 .  C 5 7 B L / 6 J  f e m a l e : O n l y  v e r y  f e w  i m m u n o r e a c t i v e  
GCT c e l l s  c a n  b e  s e e n .  T h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  
s t a i n i n g  a p p r o a c h e s  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l ,  ( F i g .  1 8 . ) .
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F i g .  1 8 .  R F / J  m a l e ; C o n t r o l  p r e p a r a t i o n ,  i n c u b a t e d  w i t h  
n o r m a l  r a b b i t  s e r u m  i n s t e a d  o f  a n t i - E G F  
a n t i s e r u m .
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S h a m - c a s t r a t e d ,  C a s t r a t e d ,  C a s t r a t e d  + I m p l a n t s

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

a n i m a l s  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  n o r m a l  R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J  

m a l e s .  I n  b o t h  s t r a i n s ,  c a s t r a t i o n  r e d u c e d  t h e  s i z e  o f  t h e  

GCT c e l l s  a n d  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  G C T ' s ,  a l t h o u g h  t h e  

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

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

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

d i a m e t e r  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  i m m u n o s t a i n i n g . ( F i g s .  1 9 -  

23) .
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F i g .  

F i g .

F i g .

. 1 9 - 2 3 .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  EGF i n  

t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  95 d a y  o l d  

R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e  b y  t h e  u n l a b e l e d  

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

f i x e d  i n  B o u i n ' s  f i x a t i v e  a n d  e m b e d d e d  i n  

p a r a f f i n .  No c o u n t e r s t a i n i n g . X 3 0 0 .

1 9 .  R F / J  m a l e ,  s h a m - o p e r a t e d  c o n t r o l .
EGF i s  l o c a l i z e d  i n  t h e  GCT c e l l s ,  w i t h  s o m e '  
c e l l s  s t a i n i n g  m o r e  i n t e n s e l y  t h a n  o t h e r s .

2 0 .  R F / J  m a l e ,  c a s t r a t e d .
T h i r t y  d a y s  a f t e r  c a s t r a t i o n ,  t h e  t u b u l a r  
d i a m e t e r s  a r e  s m a l l e r  c o m p a r e d  t o  s h a m - o p e r a t e d  
c o n t r o l s  ( F i g .  1 9 . ) .  T h e  a m o u n t  o f  i m m u n o r e a c t i v e  
EGF i s  m a r k e d l y  d e c r e a s e d .

2 1 .  R F / J  m a l e ,  c a s t r a t e d  + t e s t o s t e r o n e  i m p l a n t .
M i c e  w e r e  c a s t r a t e d  a n d  a  S i l a s t i c  i m p l a n t  
c o n t a i n i n g  1 mg t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  w a s  
i n s e r t e d  s u b c u t a n e o u s l y . T h i r t y  d a y s  l a t e r ,  t h e  
m i c e  w e r e  k i l l e d .  T h e  d i a m e t e r s  o f  t h e  G C T ' s  a r e  
c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  t h e  s h a m - o p e r a t e d  c o n t r o l s  
( F i g .  1 9 . ) .  I m m u n o r e a c t i v e  EGF w a s  s i m i l a r  i n  

d i s t r i b u t i o n  b u t  n o t  a s  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  GCT 
c e l l s  c o m p a r e d  t o  s h a m - o p e r a t e d  c o n t r o l s .
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Fig.

F i g .

2 2 .  C 5 7 B L / 6 J  m a l e ,  s h a m - o p e r a t e d  c o n t r o l .
EGF i s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  GCT c e l l s .  I n  
t h i s  s t r a i n  t h e  GCT c e l l s  c o n t a i n  l e s s  EGF a n d  
a r e  s t a i n e d  l e s s  i n t e n s e l y  t h a n  t h e  c e l l s  i n  
t h e  g l a n d s  o f  m i c e  o f  t h e  R F / J  s t r a i n  ( F i g .  1 9 . ) .

2 3 .  C 5 7 B L / 6 J  m a l e ,  c a s t r a t e d  + t e s t o s t e r o n e  i m p l a n t . 
I m p l a n t  o f  3 0  d a y s  d u r a t i o n .  T h e  d i a m e t e r s  o f  
t h e  G C T ' s  a r e  l e s s  t h a n  t h o s e  i n  s h a m - o p e r a t e d  
c o n t r o l s , b u t  t h e  a m o u n t  o f  i m m u n o r e a c t i v e  EGF 
i s  g r e a t e r ,  w i t h  c o n s i d e r a b l e  c e l l - t o - c e l l  
v a r i a t i o n .
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VII. Histology
RF/J and C57BL/6J Males
T h e  n u m b e r  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  GCT c e l l s  i n  t h e  g l a n d s  

o f  m i c e  o f  t h e  tw o  s t r a i n s  w e r e  s i m i l a r  ( F i g s .  2 4 ,  2 5 ) .  

H o w e v e r ,  t h e  t u b u l e  d i a m e t e r  o f  t h e  C 5 7 B L / 6 J  GCT 

a p p e a r e d  s m a l l e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  R F / J .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  

g r a n u l a r  c o n t e n t  o f  i n d i v i d u a l  GCT c e l l s  w a s  g r e a t e r  i n  

R F / J  g l a n d s .

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

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

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

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

s t r u c t u r e  o r  d i s t r i b u t i o n  o f  d u c t  c e l l s .

R F / J  a n d  C5 7 B L / 6 J  F e m a l e s

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

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

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

o f  t h e  d u c t  w a s  r e d u c e d  c o m p a r e d  t o  t h e  m a l e .  F u r t h e r m o r e ,  

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

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

t i c  b a s a l  s t r i a t i o n s .  U n l i k e  t h e  m a l e s ,  t h e  f e m a l e s  c o n ­

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

F r o m  g r o s s  o b s e r v a t i o n s , t h e  R F / J  f e m a l e s  c o n t a i n e d  

GCT c e l l s  w h i c h  w e r e  l a r g e r  a n d  c o n t a i n e d  m o r e  s e c r e t o r y  

g r a n u l e s  t h a n  t h e  C 5 7 B L / 6 J  f e m a l e .  H o w e v e r ,  n o  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  n u m b e r  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  GCT c e l l s  w e r e  o b s e r v e d .
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F i g .

F i g .

2 4 - 2 7 .  T h e s e  f i g u r e s  i l l u s t r a t e  t h e  s t r u c t u r e  o f  

t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  6 5 d a y  o l d  

R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e .  F o r m a l i n  f i x a t i o n ,  

p a r a f f i n  e m b e d d i n g ,  m e t h y l  g r e e n ,  a c i d -  

f u c h s i n ,  o r a n g e  G s t a i n  ( R o m e i s  ) .  X 12 0 .

2 4 .  R F / J  m a l e :
T h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  o f  t h e  GCT c e l l s  a r e  
s t a i n e d  b y  a c i d  f u c h s i n .  T h e  a c i n a r  c e l l s  
s t a i n e d  p a l e  am ong  t h e  G C T ' s .

2 5 .  C5 7 B L / 6 J  m a l e :
T h e  g l a n d  o f  t h i s  s t r a i n  r e s e m b l e s  t h e  g l a n d  
o f  t h e  R F / J  m a l e .  I n  t h i s  f i g u r e  t h e  s e c r e t o r y  
g r a n u l e s  a r e  n o t  a s  s t a i n e d  a s  i n t e n s e l y  a s  i n  
F i g .  2 4 .
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I n  a d d i t i o n ,  n o  m a r k e d  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  h i s t o l o g y  a n d  

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

w e r e  o b s e r v e d  ( F i g s .  2 6 ,  2 7 ) .
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Fig.

F i g .

2 6 .  R F / J  f e m a l e :
C o m p a r e d  t o  t h e  m a l e  ( F i g .  2 4 . ) ,  t h e  f e m a l e  
g l a n d  c o n t a i n s  f e w e r  GCT c e l l s .  T h e  G C T 's  a r e  
s m a l l e r  i n  d i a m e t e r  a n d  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  
a r e  n o t  a s  c o n s p i c u o u s  a s  i n  t h e  g l a n d  o f  t h e  
m a l e .

2 7 .  C 5 7 B L / 6 J  f e m a l e :
C o m p a r e d  t o  t h e  m a l e  o f  t h e  s a m e  s t r a i n  t h e r e  
a r e  f e w e r  a n d  s m a l l e r  GCT c e l l s  i n  t h e  g l a n d .  
I n  a d d i t i o n ,  t h e  GCT c e l l s  o f  t h i s  s t r a i n  a r e  
s m a l l e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  R F / J  f e m a l e .  T h e  
a c i n a r  c e l l s  o f  b o t h  s t r a i n s  a r e  s i m i l a r  i n  
a p p e a r a n c e .
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DISCUSSION

I n  e a c h  o f  t h e  s i x  i n b r e d  s t r a i n s  o f  m i c e  s u r v e y e d ,  

t h e r e  w a s  a  3 0 - 1 0 0  f o l d  d i f f e r e n c e  i n  EGF c o n c e n t r a t i o n  i n  

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

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

EGF (B y n n y  e t  a l . ,  1 9 7 2 )  . F u r t h e r m o r e ,  w h e n  a n a l y z e d  b y  

F i s h e r ' s  P r o t e c t e d  L e a s t  S i g n i f i c a n t  D i f f e r e n c e  T e s t  

( O t t ,  1 9 7 7 ) ,  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l s  i n  b o t h  s e x e s  

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

( T a b l e s  I ,  I I ) . F o r  f u r t h e r  a n a l y s i s  o f  t h e  f a c t o r s  t h a t  

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

s e l e c t e d  t h e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n s  r e p r e s e n t i n g  h i g h  

a n d  l o w  EGF l e v e l s .

S i n c e  EGF i s  s e c r e t e d  i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  i n t o  t h e  

s a l i v a  (B y n n y  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  M u r p h y ,  1 9 7 8 )  , b y  £*.- a d r e n e r g i c  

m e c h a n i s m s  ( B y n n y  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  B a r k a  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  i t  i s  

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

GCT c e l l s  a c c o u n t  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l  i n  t h e  

t w o  s t r a i n s .  H o w e v e r ,  a l l  a n i m a l s  w e r e  f a s t e d  o v e r n i g h t  

b e f o r e  k i l l i n g .  F u r t h e r m o r e ,  n o  g r o s s  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

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

a n d  t h e  GCT c e l l s ^  c o n t a i n e d  i n  t h e  g l a n d s  o f  m i c e  o f  b o t h  

s t r a i n s ^ n u m e r o u s  s e c r e t o r y  g r a n u l e s .  T h e s e  s u g g e s t  t h a t  

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

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

c i r c a d i a n  f l u c t u a t i o n  i n  EGF l e v e l s  ( K r i e g e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) ,
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a l l  a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  o f  t h e  d a y .

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

m i c e ,  b u t  i n c r e a s e s  m a r k e d l y  a f t e r  p u b e r t y .  H e n c e ,  d i f f e r ­

e n c e s  i n  t h e  EGF l e v e l  f o u n d  i n  t h e  g l a n d s  o f  65 d a y  o l d  

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

i n  m a t u r a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n .

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

t h e  R F / J  m i c e  w e i g h e d  m o r e  a n d  h a d  l a r g e r  s u b m a n d i b u l a r  

g l a n d s ,  t h e  r e l a t i v e  g l a n d  w e i g h t s  w e r e  n o t  d i f f e r e n t .  By 

u s i n g  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  EGF w a s  m e a s u r a b l e  i n  b o t h  s t r a i n s  

o f  m i c e  a t  21  d a y s  o f  a g e .  I n  r a n d o m l y  b r e d  S w i s s - a l b i n o  

m i c e ,  EGF w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  a t  15 d a y s  

o f  a g e  (B y n n y  e t  a l . ,  1 9 7 2 )  . B e t w e e n  21  a n d  35 d a y s  o f  a g e ,  

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

w a s  f o l l o w e d  b y  a  l e s s  r a p i d  i n c r e m e n t  u p  t h r o u g h  9 5 d a y s  

o f  a g e .  T h i s  f i n d i n g  i s  a t  v a r i a n c e  w i t h  t h e  d a t a  o f  B y n n y  

e t  a l . (1 972) who  r e p o r t e d  a  p l a t e a u  i n  EGF l e v e l s  a t  50

d a y s .  A c c o r d i n g  t o  S r i n i v a s a n  & C h a n g  ( 1 9 7 9 )  , t h e  a b s o l u t e  

n u m b e r  o f  GCT c e l l s  i n c r e a s e d  u p  t o  20 w e e k s  o f  a g e  w i t h  

t h e  g r e a t e s t  i n c r e a s e  o c c u r r i n g  b e t w e e n  3 a n d  6 w e e k s  o f  

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

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

EGF i s  l o c a l i z e d  i n  a n d  p r e s u m a b l y  s y n t h e s i z e d  b y  t h e  GCT 

c e l l s .

A t  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  s t u d i e d  ( 1 4 ,  2 1 ,  2 8 ,  3 5 ,

6 5 a n d  95  d a y s ) , t h e  g l a n d s  o f  m a l e s  o f  b o t h  s t r a i n s  c o n ­

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

t h e  R F / J  s t r a i n  c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  a m o u n t s  o f  

EGF c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  t h e  C 5 7 3 L / 6 J  s t r a i n  a t  a l l  a g e s ,  

e x c e p t  2 8 a n d  35 d a y s  o f  a g e .  A t  t h e  p r e s e n t  I  c a n  o f f e r  

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

t h e s e  t w o  a g e s .  The  a n i m a l s  w e r e  w e a n e d  a n d  k i l l e d  a t  t h e  

s a m e  t i m e .  T h e s e  d a t a ,  n e v e r t h e l e s s ,  i n d i c a t e  t h a t  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l s  b e t w e e n  t h e  t w o  s t r a i n s  i s  n o t  

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

o f  t h e  g l a n d .

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

c o m p l e x  h o r m o n a l  c o n t r o l  ( J u n q u e i r a  e t  a l . ,  1 9 4 9 ;  G r a d  & 

L e B l o n d ,  1 9 4 9 ;  R a y n a u d ,  1 9 6 0 ;  e t c . ) .  T h e  g l a n d  i s  a  k now n  

t a r g e t  o r g a n  f o r  a n d r o g e n s  ( G o l d s t e i n  & W i l s o n ,  1 9 7 2 ) .  EGF, 

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

i n  t h e  g l a n d  a r e  a n d r o g e n  d e p e n d e n t  (B y n n y  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) ,  

a n d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  EGF i n  t h e  g l a n d  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  

a s  a  s e n s i t i v e  b i o a s s a y  f o r  a n d r o g e n s  ( B a r t h e  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  

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

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

b y  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  t e s t o s t e r o n e  w a s  i n v e s t i g a t e d .

R a d i o i m m u n o a s s a y s  r e v e a l e d  n o  d i f f e r e n c e  i n  s e r u m  

t e s t o s t e r o n e  l e v e l s  b e t w e e n  t h e  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e .  

H o w e v e r ,  t h e  a c t u a l  l e v e l  o f  s e r u m  t e s t o s t e r o n e ,  m e a s u r e d  

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

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

q u i r e s  a  c o n s i d e r a b l e  l e n g t h  o f  t i m e .  I t  i s  k n o w n  t h a t  

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

a  40 f o l d  r a n g e  ( B a r t k e  e t  a l . ,  1 9 7 3 )  . I n  o r d e r  t o  

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

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

f e r e n c e s  i n  EGF l e v e l ,  c a s t r a t e d  m i c e  w e r e  a n a l y z e d  f o r  EGF 

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

a l . ,  t h i r t y  d a y s  a f t e r  c a s t r a t i o n  t h e  EGF l e v e l s  w e r e  r e ­

d u c e d  b y  98% i n  b o t h  s t r a i n s .  D e s p i t e  s u c h  a  d e c r e a s e ,  t h e  

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

S i n c e  t h e  p l a s m a  t e s t o s t e r o n e  l e v e l  i n  c a s t r a t e d  m a l e s ,  

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

r a n g i n g  f r o m  n o n - d e t e c t a b l e  t o  0 . 6  n g / m l  ( B a r t k e  e t  a l . ,

1 9 7 3 ) ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l  i n  

s u c h  a n i m a l s  i s  a t t r i b u t a b l e  t o  c i r c u l a t i n g  t e s t o s t e r o n e .  

T h i s  c o n c l u s i o n  i s  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e d  b y  t h e  14 f o l d  

d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l s  i n  t h e  f e m a l e s  o f  t h e  tw o  s t r a i n s .  

T h e  s m a l l  a m o u n t  o f  a n d r o g e n s  s e c r e t e d  b y  t h e  a d r e n a l s ,  

t h a t  e x h i b i t  o n l y  20% o f  t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t e s t ­

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

t h e  l e v e l  o f  EGF i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .

F u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  t e s t o s t e r o n e  i s  n o t  d i r e c t l y  

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

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

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

( D z i u k  & C o o k ,  1 9 6 6  ; K i n d  e t  a l . , 1 9 6 8 ;  S u n d a r a m  & K i n d ,  

1 9 7 0 ) ,  i n  c a s t r a t e d  m i c e ,  i n c r e a s e d  t h e  s e r u m  t e s t o s t e r o n e  

l e v e l s  t o  50 n g / m l .  T h i s  r e p r e s e n t s  a b o u t  h a l f  o f  t h e  

a v e r a g e  p h y s i o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  h o r m o n e .  C o n ­

c o m i t a n t l y ,  t h e r e  w a s  a n  i n d u c t i o n  o f  EGF i n  b o t h  s t r a i n s .  

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

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

EGF l e v e l s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t ,  d i f f e r e n c e s  i n  

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

o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l s  i n  t h e  t w o  s t r a i n s .

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

t h e  i m p l a n t  w a s  b e l o w  t h a t  w h i c h  m a x i m a l l y  i n d u c e s  EGF. 

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

t h a n  o t h e r  a n d r o g e n s  p a r t i c u l a r l y ,  5o< DHT ( B a r t h e  e t  a l . ,

1 9 7 4 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e  i n d u c i b i l i t y  o f  EGF b y  DHT 

w a s  c o m p a r e d  i n  t h e  t w o  s t r a i n s .

When 5 U. DHT w a s  g i v e n  t o  f e m a l e  m i c e  f o r  14 d a y s ,  EGF 

w a s  i n d u c e d  o v e r  1 0 0  f o l d  o f  c o n t r o l  i n  b o t h  s t r a i n s .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l  t h a t  e x i s t e d  i n  u n ­

t r e a t e d  a n i m a l s  w a s  e l i m i n a t e d  a s  e a r l y  a s  3 d a y s  o f  5*4 DHT 

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

s t r a i n s  a r e  e q u a l l y  s e n s i t i v e  t o  5»4DHT a n d  t h a t  t h e y  c o n ­

t a i n  t h e  n e c e s s a r y  b i o c h e m i c a l  a n d  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  

t o  s y n t h e s i z e  EGF.

T h e  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  EGF w a s  i n  

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

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

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

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

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

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

u n t r e a t e d  a n i m a l s ,  w a s  a c c e n t u a t e d .

T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  i n  t h e  tw o  s t r a i n s ,  EGF i s  

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

T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  i n d u c t i o n  o f  r e n i n  b y  t e s t o s t e r ­

o n e  i n  som e  o f  t h e  i n b r e d  s t r a i n s  o f  m i c e .  W i l s o n  e t  a l . 

( 1 9 7 7 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e  SWR/J  a n d  C 5 7 B L / 1 0 J  m i c e  d i f f e r  

i n  b a s a l  r e n i n  l e v e l  a n d  t h a t  t h e  l o w  s t r a i n ,  C 5 7 B L / 1 0 J ,  

w a s  n o t  i n d u c i b l e  b y  t e s t o s t e r o n e .  H o w e v e r ,  p e p t i d a s e s  

w e r e  e q u a l l y  i n d u c . t b l e  i n  t h e  t w o  s t r a i n s .  I n  f u r t h e r  

a n a l y s i s ,W i l s o n  a n d  h e r  c o w o r k e r s  i d e n t i f i e d  t h e  g e n e  

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

g l a n d .  A c c o r d i n g  t o  s e m i - q u a n t i t a t i v e  d a t a  o f  W i l s o n  

e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) ,  t h e  g l a n d s  o f  b o t h  SWR/J  a n d  C 5 7 B L / 1 0 J  m i c e  

c o n t a i n e d  EGF a n d  NGF i n  c o m p a r a b l e  a m o u n t s .

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

a b o l i s h  t h e  d i f f e r e n c e  i n  EGF l e v e l s  i n  t h e  t w o  s t r a i n s ,  

a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  5 ^  DHT f o r  t w o  w e e k s ,  t h e  EGF r e a c h e d  

s i m i l a r  h i g h  l e v e l s  i n  b o t h  s t r a i n s .  T h i s  a p p a r e n t l y  

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

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

r a t e  l i m i t i n g  f a c t o r  m i g h t  v e r y  w e l l  b e  5 r e d u c t a s e .
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A n d r o g e n s  a r e  c a r r i e d  i n  t h e  b l o o d  i n  t h e  f o r m  o f  

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

p r o t e i n  p r e v e n t s  i n d i s c r i m i n a t e  a n d r o g e n i z a t i o n  a n d  p r o ­

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

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

t h e  c o m p l e x  a n d  e n t e r s  t h e  t a r g e t  c e l l .  I n  m o s t  a n d r o g e n  

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

m aximum b i o l o g i c a l  r e s p o n s e  i s  5o^DHT, w h i c h  i s  f o r m e d  b y  

t h e  e n z y m a t i c  a c t i o n  o f  5#^ r e d u c t a s e .  T h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  

o f  5 ^  r e d u c t a s e ,  w h i c h  i s  a  c y t o p l a s m i c  e n z y m e ,  i s  f o u n d  

i n  t h e  a c c e s s o r y  s e x  o r g a n s  ( M a i n w a r i n g ,  1 9 7 7 ) .  A l t h o u g h  

5 »£ r e d u c t a s e  h a s  n o t  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  

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

t e s t o s t e r o n e  t o  5*T DHT ( G o l d s t e i n  & W i l s o n ,  1 9 7 2 ) .  F u r t h e r  

s t u d i e s  o n  5«»£ r e d u c t a s e  i n  s a l i v a r y  g l a n d s  a r e  t h e r e f o r e  

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

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

T h e  w o r k  o f  J u n q u e i r a  e t  a l . ,  ( 1 9 4 9 ) ,  G r a d  & L e B l o n d ,  

( 1 9 4 9 ) ,  R a y n a u d ,  ( 1 9 6 0 )  a n d  o t h e r s  h a v e  i n d i c a t e d  c o m p l e x  

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

p a r t i c u l a r l y  o f  t h e  G C T ' s .  W i t h  r e g a r d  t o  EGF, h o w e v e r ,  

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

s t u d i e d ,  ( B u l l o c k  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  m e d r o x y p r o g e s t e r o n e  

a c e t a t e  p r o d u c e d  a  g r e a t e r  t h a n  4 0 f o l d  i n c r e a s e  i n  s u b ­

m a n d i b u l a r  g l a n d  EGF i n  f e m a l e  m i c e .  R e c e n t l y ,  T akum a  & 

K um egaw a ( .1979) a n d  T a k u m a  e t  a l . ( 1 9 7 8 ) ,  d e m o n s t r a t e d  t h e  

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

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

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

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

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

l a t i n g  EGF l e v e l s  i n  t h e  t w o  s t r a i n s ,  R F / J  a n d  C 5 7 B L / 6 J ,  

i s  o p e n  f o r  f u r t h e r  s t u d i e s .

S i n c e  b o t h  i n d i r e c t  a n d  d i r e c t ,  i . e .  i m m u n o c y t o c h e m i c a l , 

e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  EGF i s  l o c a l i z e d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  

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

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

t h e  l e v e l  o f  EGF i n  t h e  t w o  s t r a i n s .  S u c h  a n  a n a l y s i s  h a s  

s h o w n  ( T a b l e  I X ) , t h a t  i n  t h e  g l a n d s  o f  R F / J  m a l e  m i c e ,  t h e  

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

t h e  g l a n d  v o l u m e  t h a n  i n  C 5 7 B L / 6 J  m i c e .  H o w e v e r ,  t h e r e  w as

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

v o l u m e  o f  GCT c e l l s .  W h i l e  t h e  a m o u n t s  o f  EGF d i f f e r e d  b y  

a  f a c t o r  o f  2 - 3 ,  t h e r e  w a s  o n l y  8% ( p ^  0 . 0 0 1 )  m o r e  GCT 

c e l l s  i n  t h e  h i g h  s t r a i n .  I n  t h e  f e m a l e ,  t h e r e  w a s  no  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  r e l a t i v e  v o l u m e s  o f  G C T ' s .

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

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

C 5 7 B L / 6 J  m i c e .  T h e r e  w e r e  4% ( p ^  0 . 0 0 1 )  m o r e  s t r i a t e d  

d u c t  c e l l s  i n  t h e  g l a n d s  o f  t h e  f e m a l e  C 5 7 B L / 6 J  m i c e  t h a n  

i n  t h e  g l a n d s  o f  t h e  R F / J  a n i m a l s .  H o w e v e r ,  t h e  s t r i a t e d  

d u c t  p l u s  GCT c o m p a r t m e n t  w a s  s i m i l a r  i n  t h e  tw o  s t r a i n s .  

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

l a t e  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  GCT c e l l s  o p e r a t e  a t  t h e  

d y n a m i c  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  s t r i a t e d  d u c t  c e l l s  a n d  GCT c e l l s .

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

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

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

d i f f e r e n c e s  w e r e  d e s c r i b e d  f o r  r e n i n  ( W i l s o n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  

a m y l a s e  ( H i l t o n  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  H j o r t h ,  1 9 7 8 )  a n d  NGF (Bam- 

b u r g  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .

I n  t h e  w o r k  a l r e a d y  d i s c u s s e d ,  W i l s o n  e t  a l . ( 1 9 7 7 )  

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

g l a n d s  o f  f e m a l e  SWR/J  a n d  C 5 7 B L / 6 J  m i c e ,  r e s p e c t i v e l y .

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

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

a c t i v i t y  ( W i l s o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 )  . T h a t  a m y l a s e  i n  t h e  g l a n d  

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

H j o r t h  (.19 78) . D i f f e r e n c e s  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  a n d

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

t h e  o p e r a t i o n  o f  g e n e t i c  f a c t o r s  ( B a m b u r g ,  1 9 7 1 ) .

T h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  h e r e  i m p l i e s  t h a t  s t r a i n  d i f f e r ­

e n c e s  i n  EGF l e v e l  a r e  g e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d ,  i n v o l v i n g  

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

l a t e  t h e  m e t a b o l i s m  a n d  a c t i o n  o f  s t e r o i d s ) .

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

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

t h e  g r o w t h  o f  mammary t u m o r s  ( T u r k i n g t o n ,  1 9 6 9 a , b ) , a n d
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e n h a n c e s  c h e m i c a l  c a r c i n o g e n e s i s  o f  t h e  s k i n .  I n  t h i s  

c o n t e x t ,  i t  i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  t h e  C 5 7 B L / 6 J  s t r a i n ,  

w h i c h  c o n t a i n s  l o w  l e v e l s  o f  EGF, h a s  a  l o w  i n c i d e n c e  o f  

s p o n t a n e o u s  t u m o r s  o f  t h e  mammary g l a n d .  H o w e v e r ,  i n  

s p i t e  o f  e x t e n s i v e  r e s e a r c h ,  e v e n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r o l e ( s )  

o f  EGF h a v e  n o t  b e e n  r e v e a l e d .
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N a t l  A c a d  S c i  USA 7 2 : 1 3 1 7 ,  197  5 .

2 9 .  C o h e n  S ,  S a v a g e  R: P r e p a r a t i o n  o f  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r .
I n :  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y ,  A c a d e m i c  P r e s s ,  N . Y .  1 9 7 5 .

3 0 .  C o h e n  S ,  T a y l o r  JM: P a r t  I .  E p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r :
C h e m i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n .  R e c e n t  P r o g  
Horm R e s  3 0 : 5 3 3 ,  1 9 7 4 a .

3 1 .  C o h e n  S a n d  T a y l o r  JM: P a r t  I I  R e c e n t  s t u d i e s  o n  t h e
c h e m i s t r y  a n d  b i o l o g y  o f  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r .  R e c e n t
P r o g  Horm R e s  3 0 : 5 5 1 ,  1 9 7 4 b .

3 2 .  C u l t e r  L S ,  C h a u d h r y  A P : C y t o d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  a c i n a r
c e l l s  o f  t h e  r a t  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .  Dev  B i o l  4 1 : 3 1 ,  1 9 7 4 .

3 3 .  D e s b u q u o i s  B .  A u e r b a c h  GD: U s e  o f  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  t o
s e p a r a t e  f r e e  a n d  a n t i b o d y - b o u n d  p e p t i d e  h o r m o n e s  i n  r a d i o ­
i m m u n o a s s a y s .  J  C l i n  E n d o c r i n o l  M e t a b  3 3 : 7 3 2 ,  1 9 7 1 .

3 4 .  Dunn  J F ,  G o l d s t e i n  J L ,  W i l s o n  J D :  D e v e l o p m e n t  o f  i n c r e a s e d
c y t o p l a s m i c  b i n d i n g  o f  a n d r o g e n  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  
o f  t h e  m o u s e  w i t h  t e s t i c u l a r  f e m i n i z a t i o n .  J  B i o l  Chem 
2 4 8 : 7 8 1 9 ,  1 9 7 3 .

3 5 .  D unn  J F  a n d  W i l s o n  J D :  D e v e l o p m e n t a l  s t u d y  o f  a n d r o g e n
r e s p o n s i v e n e s s  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  t h e  m o u s e .  
E n d o c r i n o l  9 6 : 1 5 7 1 ,  1 9 7 5 .

3 6 .  D v o r a k  M: T h e  s e c r e t o r y  c e l l s  o f  t h e  s u b m a x i l l a r y  g l a n d
i n  t h e  p e r i n a t a l  p e r i o d  o f  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  r a t .
Z Z e l l f o r s c h  9 9 : 3 4 6 ,  1 9 6 9 .

3 7 .  D z i u k  P J  a n d  C o o k  B: P a s s a g e  o f  s t e r o i d s  t h r o u g h  s i l i c o n e
r u b b e r .  E n d o c r i n o l  7 8 : 2 0 8 ,  1 9 6 6 .

3 8 .  F a v a - D e - M o r a e s  F ,  Z a n g h e r i  ED a n d  D o i n e  A l :  I m m u n o h i s t o -
c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  e r y t h r o p o i e t i n  i n  t h e  r a t  a n d  
m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .  H i s t o c h e m  J  1 1 : 9 7 ,  1 9 7 9 .
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3 9 .  F e k e t e  E :  I n :  B i o l o g y  o f  t h e  L a b o r a t o r y  M o u s e .  B l a k i s t o n ,
P h i l a d e l p h i a ,  1 9 4 1 .

4 0 .  G l a g o l e f f ,  AA: On t h e  g e o m e t r i c a l  m e t h o d s  o f  q u a n t i t a t i v e
m i n e r o l o g i c  a n a l y s i s  o f  r o c k s .  TR I n s t  E c o n  M in  a n d  M e t a l ,  
M oscow ,  5 9 ,  1 9 3 3 .

4 1 .  G o l d s t e i n  J L  a n d  W i l s o n  J D :  S t u d i e s  i n  t h e  m o u s e  w i t h
t e s t i c u l a r  f e m i n i z a t i o n .  J  C l i n  I n v e s  5 1 : 1 6 4 7 ,  1 9 7 2 .

4 2 .  G r a d  B a n d  L e B l o n d  CP; T h e  n e c e s s i t y  o f  t e s t i s  a n d  t h y r o i d
h o r m o n e s  f o r  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h e  s e r o u s  t u b l e s  o f  t h e  
s u b m a x i l l a r y  g l a n d  i n  t h e  m a l e  r a t .  E n d o c r i n o l  4 5 : 2 5 0 ,
1 9 4 9 .

4 3 .  G r e e n  EL: H a n d b o o k  o f  g e n e t i c a l l y  s t a n d a r d i z e d  JAX m i c e .
T i m e s  P u b l i s h i n g  C o .  M a i n e ,  1 9 6 8 .

4 4 .  G r e e n e  LA, S h o o t e r  EM, V a r o n  S :  E n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  o f
m o u s e  n e r v e  g r o w t h  f a c t o r  a n d  i t s  s u b u n i t s .  P r o c  N a t l  
A c a d  S c i  (Wash) 6 0 : 1 3 8 3 ,  1 9 6 8 .

4 5 .  G r e g o r y  H: I s o l a t i o n  a n d  s t r u c t u r e  o f  u r o g a s t r o n e  a n d
i t s  r e l a t i o n s h i p  t o  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r .  N a t u r e  
2 5 7 : 3 2 5 ,  1 9 7 5 .

4 6 .  G r e g o r y  H a n d  W i l l s h i r e  I R :  T h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  u r o -  
g a s t r o n e s .  I n h i b i t i o n  o f  g a s t r i c  a c i d  s e c r e t i o n  f r o m  
h u m a n  u r i n e .  H o p p e  S e y l e r s  Z P h y s i o l  Chem 3 5 6 : 1 7 6 5 ,  1 9 7 5 .

4 7 .  G r e s i k  EW: A p r e v i o u s l y  u n r e p o r t e d  c e l l  t y p e  i n  f e m a l e
m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  t h e  m o u s e .  J  C e l l  B i o l
3 1 : 2 8 9 A ,  1 9 6 6 .

4 8 .  G r e s i k  EW: T h e  p o s t - n a t a l  d e v e l o p m e n t  o f  a m y l a s e  a c t i v i t y
i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  t h e  m o u s e .  A n a t  R ec  1 5 4 : 3 5 1 ,
1 9 6 6 .

4 9 .  G r e s i k  E a n d  B a r k a  T :  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f
e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  i n  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .
J  H i s t o c h e m  C y t o c h e m  2 5 : 1 0 2 7 ,  1 9 7 7 .

5 0 .  G r e s i k  EW a n d  B a r k a  T :  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f
e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  d u r i n g  t h e  p o s t - n a t a l  d e v e l o p m e n t  
o f  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  o f  t h e  m o u s e .  T h e  Am J  A n a t  
1 5 1 : 1 ,  1 9 7 8 .

5 1 .  G r e s i k  E a n d  M a c R a e  EK: T h e  p o s t n a t a l  d e v e l o p m e n t  o f  t h e
s e x u a l l y  d i m o r p h i c  d u c t  s y s t e m  a n d  o f  a m y l a s e  a c t i v i t y  i n  
t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s  o f  m i c e .  C e l l  T i s s u e  R e s  1 5 7 : 4 1 1 ,  
1 9 7 5 .
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5 2 .  G r e s i k  E ,  M i c h e l a k i s  A,  B a r k a  T a n d  R o s s  T;  I m m u n o c y t o -  
c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  r e n i n  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d  
o f  t h e  m o u s e .  T h e  J  H i s t o c h e m  C y t o c h e m  2 6 : 8 5 5 ,  1 9 7 8 .

5 3 .  G r e s i k  EW, S c h e n k e i n  I ,  B a r k a  T:  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  
l o c a l i z a t i o n  o f  p r o t e a s e s  i n  m a t u r e  a n d  d e v e l o p i n g  m o u s e  
s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s .  A n a t  R ec  1 9 3 : 5 5 4 A ,  1 9 7 9 .

5 4 .  H a r v e y  H: S e x u a l  d i m o r p h i s m  o f  s u b m a x i l l a r y  g l a n d s  i n
m i c e  i n  r e l a t i o n  t o  r e p r o d u c t i v e  m a t u r i t y  a n d  s e x  h o r m o n e s .  
P h y s i o l  Z o o l  2 5 : 2 0 5 ,  1 9 5 2 .

5 5 .  H i l t o n  F ,  S w i g a r t  R, D i c k i e  M: G e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d
d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a m y l a s e  a c t i v i t y  o f  m o u s e  s u b m a x i l l a r y  
g l a n d .  P r o c  S o c  E x p  B i o l  Med 1 2 6 : 2 6 3 ,  1 9 6 7 .

5 6 .  H i r a t a  Y a n d  O r t h  D: E p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  ( u r o g a s t r o n e )
i n  h u m a n  t i s s u e s .  J  C l i n  E n d o r c i n o l  M e t a b  4 8 : 6 6 7 ,  1 9 7 9 .

5 7 .  H j o r t h  J P : G e n e t i c  v a r i a t i o n  i n  q u a n t i t y  o f  m o u s e  s a l i v a r y
a m y l a s e .  H e r e d i t a s  8 9 : 1 4 2 ,  1 9 7 8 .

5 8 .  H o s h i n o  K a n d  L i n  GD: T r a n s p l a n t a b i l i t y  o f  s a l i v a r y  g l a n d s
o f  m i c e  a n d  i t s  l e t h a l  e f f e c t s  o n  t h e  h o s t s .  A n a t  R ec
1 6 0 : 4 7 4 ,  1 9 6 8 .

5 9 .  H o s o i  K a n d  U e h a  T :  E f f e c t s  o f  s e x  h o r m o n e s  o n  s y n t h e s i s
o f  p r o t e i n s  c o n t a i n e d  i n  g r a n u l e s  p r e s e n t  i n  c o n v o l u t e d  
t u b u l a r  c e l l s  o f  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d s .  J  B i o c h e m  
8 2 : 3 5 1 ,  1 9 7 7 .

6 0 .  H u n t e r  WM a n d  G r e e n w o o d  FC; P r e p a r a t i o n  o f  i o d i n e - 1 3 1  
l a b e l l e d  h u m a n  g r o w t h  h o r m o n e  o f  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  
N a t u r e  1 9 4 : 4 9 5 ,  1 9 7 2 .

6 1 .  J a c o b y  F :  O b s e r v a t i o n  o n  t h e  p o s t - n a t a l  d e v e l o p m e n t  o f  t h e
m o u s e  s u b m a x i l l a r y  g l a n d .  J  A n a t  (L o n d )  9 3 : 5 7 9 ,  1 9 5 9 .

6 2 .  J a c o b y  F a n d  L e e s o n  CR: T h e  p o s t n a t a l  d e v e l o p m e n t  o f  t h e
r a t  s u b m a x i l l a r y  g l a n d .  J  A n a t  9 3 : 2 0 1 ,  1 9 5 9 .

6 3 .  J u n g u e i r a  LC, F a y e r  A, R a b i n o v i t c h  M a n d  F r a n k e n t h a l  L :  
B i o c h e m i c a l  a n d  h i s t o c h e m i c a l  o b s e r v a t i o n s  o n  t h e  s e x u a l  
d i m o r p h i s m  o f  m i c e  s u b m a x i l l a r y  g l a n d s .  J  C e l l  Comp 
P h y s i o  3 4 : 1 2 9 ,  1 9 4 9 .

6 4 .  K a i h o  M, N a k a m u r a  T ,  a n d  Kumegawa M: M o r p h o l o g i c a l
s t u d i e s  o n  t h e  s y n t h e s i s  o f  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  i n  c o n v o l u t e d  
t u b u l e s  o f  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .  A n a t  R e c  1 8 3 : 4 0 5
1 9 7 5 .
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6 5 .  K i n d  F ,  B e n a g i a n o  G a n d  A n g e e  I :  S u s t a i n e d  r e l e a s e
h o r m o n a l  p r e p a r a t i o n s  1 .  D i f f u s i o n  o f  v a r i o u s  s t e r o i d s  
t h r o u g h  p o l y m e r  m e m b r a n e s .  S t e r i o d s  1 1 : 6 7 3 ,  1 9 6 8 .

6 6 .  K r i e g e r  DT, H a u s e r  H, L i o t t a  A,  a n d  Z e l e n e t z  A: C i r c a d i a n
p e r i o d i c i t y  o f  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  a n d  i t s  a b o l i t i o n  
b y  s u p e r i o r  c e r v i c a l  g a n g l i o n e c t o m y  E n d o c r i n o l  9 9 : 1 5 8 9 ,
1 9 7 6 .

6 7 .  K ro n m a n  J  a n d  S p i n a l e  J J :  A h i s t o c h e m i c a l  s t u d y  o f  t e s t ­
o s t e r o n e  i n d u c e d  c h a n g e s  i n  t h e  s u b m a n d i b u l a r  a n d  s u b l i n g u a l  
g l a n d  o f  m i c e .  Am J  A n a t  1 1 7 : 4 1 7 ,  1 9 6 5 .

6 8 .  L a c a s s a g n e  A: D i m o r p h i s m  s e x u e l  d e  l a  g l a n d e  s o u s - m a x i l l a r y  
c h e z  l a  s o u r i s .  C r  S o c  B i o l  ( P a r i s )  1 3 3 : 1 8 0 ,  1 9 4 6 .

6 9 .  L a c a s s a g n e  A a n d  C h a m o r r o  A: R e a c t i o n  a  l a  t e s t o s t e r o n e
d e  l a  g l a n d e  s o u s - m a x i l l a i r e  a t r o p h i e e  c o n s e c u t i v e m e n t  a  1 '
h y p o p h y s e c t o m i e  c h e z  l a  s o u r i s .  Comp R e n d  S o c  B i o l  
1 3 4 : 2 2 3 ,  1 9 4 0 .

7 0 .  L e B l o n d  CP a n d  G r a d  B: C o n t r o l  o f  t h e  s e r o u s  a c i n i  o f  t h e
r a t  s u b m a x i l l a r y  g l a n d  b y  t h e  t h y r o i d  h o r m o n e .  A n a t  Rec  
1 0 0 : 7 5 0  2 4 6 ,  1 9 4 8 .

7 1 .  L e e  LS a n d  W e i n s t e i n  I B :  T u m o r - p r o m o t i n g  p h o r b o l  e s t e r s
i n h i b i t  b i n d i n g  o f  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  t o  c e l l u l a r  
r e c e p t o r s .  S c i e n c e  2 0 2 : 3 1 3 ,  1 9 7 8 .

7 2 .  L e e s o n  CR a n d  J a c o b y  F :  An e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d y  o f
t h e  r a t  s u b m a x i l l a r y  g l a n d  d u r i n g  i t s  p o s t - n a t a l  d e v e l o p m e n t
a n d  i n  t h e  a d u l t .  J  A n a t  9 3 : 2 8 7 ,  1 9 5 9 .

7 3 .  L e v i - M o n t a l c i n i : G r o w t h  c o n t r o l  o f  n e r v e  c e l l s  b y  a  p r o t e i n  
f a c t o r  a n d  i t s  a n t i s e r u m .  S c i e n c e  1 4 3 : 1 0 5 ,  1 9 6 4 .

7 4 .  L e v i - M o n t a l c i n i  R a n d  A n g e l e t t i  PU: H o r m o n a l  c o n t r o l  o f  t h e
NGF c o n t e n t  i n  t h e  s u b m a x i l l a r y  g l a n d s  o f  m i c e .  I n :  S a l i v a r y
G l a n d s  a n d  T h e i r  S e c r e t i o n s ,  M a c P i i l l i a n  C o .  N . Y .  1 9 6 4 .

7 5 .  L u c a s  LA a n d  A b r a h a m  GE: R a d i o i m m u n o a s s a y  o f  t e s t o s t e r o n e
i n  m u r i n e  p l a s m a .  A n a l  L e t t e r s  5 : 7 7 3 ,  1 9 7 2 .

7 6 .  M a i n w a r i n g  WIP: T h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  a n d r o g e n s .  New
Y o r k .  M o n o g r a p h s  o n  E n d o c r i n o l o g y ,  S p r i n g e r - V e r l a g ,  N .Y .
1 9 7 7 .

7 7 .  M o o r e  J B :  P u r i f i c a t i o n  a n d  p a r t i a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f
e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  i s o l a t e d  f r o m  t h e  m a l e  r a t  s u b m a x ­
i l l a r y  g l a n d .  A r c h  B i o c h e m  B i o p h y s  1 8 9 : 1 ,  1 9 7 8 .
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7 8 .  M o r a e s - F a v a - D e  F ,  Z a n g h e r i  ED a n d  D o i n e  A l : Im m uno-
h i s t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  e r y t h r o p o i e t i n  i n  t h e  r a t  
a n d  m o u s e  s u b m a n d i b u l a r  g l a n d .  H i s t o c h e m  J  1 1 : 9 7 ,  1 9 7 9 .

7 9 .  M u r p h y  BEP: B i n d i n g  o f  t e s t o s t e r o n e  a n d  e s t r a d i o l  i n
p l a s m a .  C an  J  B i o c h e m  4 6 : 2 9 9 ,  1 9 6 8 .

8 0 .  M u r p h y  RA, P a n t a z i s  NJ a n d  P a p a s t a v r o s  M: E p i d e r m a l
g r o w t h  f a c t o r  i n  m o u s e  s a l i v a :  b i o l o g i c a l  a n d  c h e m i c a l
p r o p e r t i e s .  A n a t  R e c  1 9 3 : 6 3 2 A ,  1 9 7 9 .

8 1 .  Ohno S :  S i m p l i c i t y  o f  m a m m a l i a n  r e g u l a t o r y  s y s t e m s
i n f e r r e d  b y  s i n g l e  g e n e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e x  p h e n o t y p e s .  
N a t u r e  2 3 4 : 1 3 4 ,  1 9 7 1 .

8 2 .  O l i v e r  WJ a n d  G r o s s  F :  E f f e c t  o f  t e s t o s t e r o n e  a n d  d u c t
l i g a t i o n  o n  s u b m a x i l l a r y  r e n i n - l i k e  p r i n c i p l e .  Am J  
P h y s i o l  2 1 3 : 3 4 1 ,  1 9 6 7 .

8 3 .  O t t ,  L :  An I n t r o d u c t i o n  t o  S t a t i s t i c a l  M e t h o d s  a n d  D a t a
A n a l y s i s .  D u x b u r y  P r e s s ,  M a s s  1 9 7 7 .

8 4 .  O u c h t e r l o n y  0 :  D i f f u s i o n - i n - g e l - m e t h o d s  f o r  im m u n o ­
l o g i c a l  a n a l y s i s .  I n :  P r o g r e s s  I n  A l l e r g y ,  S .  K a r g e r ,
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