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the drug (200 mg/kg) was administered 0.5-2.5 h after
irradiation; injections at 24 and 72 h after X-ray exposure
gave a survival of 46 4+ 4.69%, and 30 ++ 2.3%, respectively.

Both the very low redox potential of reduced DTT, and
the high concentration of peroxy radicals in biological
fluids during irradiation, make it hard to see how the
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effect ascribed to the higher dose of oxidized DTT may
be due to its conversion in the reduced form.

In fact, when in separate experiments aqueous solutions
of reduced DTT at a concentration of 3 mg/ml were ex-
posed to a dose of 625 R in conditions identical to those
used in the animal experiments, almost 909, of the com-
pound, as shown by the increase in absorbancy at
268 nm, was converted to the oxidized form. On the
other hand, no change in absorbancy was observed in con-
trol experiments using oxidized DTT at a concentration
of 5 mg/ml.

Dicussion. We may therefore summarize the 3 major
features of the effect of DTT on irradiated mice as fol-
lows: (1) the reduced form is able to bring about recovery
from X-ray damage with the same effectiveness up to 24 h
after irradiation, an effect which seems to be unique among
sulphydryl compounds; (2} the oxidized form shows an
appreciable radioprotection and recovery effect up to
72 h after exposure; (3) the oxidized form, used at a con-
centration twice as high as that of the reduced one, has
greater effect (609%,) on survival than reduced DTT (30%,),
in both protection and recovery experiments.

It has recently been reported that chromosomal aberra-
tions in leucocyte cultures exposed to an X-ray dose of
200 R are decrcased if the cultures are pretreated with
1-4 dithiothreitol®. The results obtained with reduced
DTT in whole animals show a fair correlation with these
obtained in vitro. MaIsIN et al.? have shown that yeast
RNA hydrolysate is able to recover mice from X-ray ex-
posure, but the mechanism of the action of such effect is
not yet fully understood.

The chemical structure of DTT does not resemble a
nucleotide and in order to explain its effects as a recovery
factor, some other mechanism should be invoked. Pro-
bably DTT acts as inducer molecule for repairing pro-
cesses in irradiated cells.

Réswmé. T.e DTT réduit et oxydé, administré a des
sourris irradiées par des doses mortelles de rayons X,
provoque une survie notable; le mwcilleur effect est
obtenu avec le DTT oxydé, administré inditféremment
avant ou aprés l'irradiation.
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Unterschiede der ATPase-Hemmung durch Azid in weissen und roten Muskelfasern der Ratte

Man unterscheidet in der quergestreiften Skelett-
muskulatur zwischen weissen und roten Fasern. Bei
manchen Tierarten gibt es ganze Muskeln, die entweder
weisse oder rote Fasern enthalten, wie zum Beispiel beim
Kaninchen oder Huhn. Bei anderen Tierarten sind in ver-
schiedenen Muskeln weisse und rote Fasern mehr oder
weniger vermischt vorhanden. Bei der Ratte kann man in
verschiedenen Muskeln weisse und rote Teile voneinander
trennen. Weisse und rote Muskelfasern unterscheiden
sich in ihren mechanischen, elektrischen und biochemi-

schen Reaktionen in verschiedener Art. In den roten
Fasern ist ein mehrfach hoherer Gehalt an Mitochondrien
vorhanden als in den weissen Fasern (PapvkurLA und
GauTtHiERY). Es ldsst sich daraus folgern, dass an Mito-

1 H. A. Pabpvkura and G. F. GAuTHIER, in Exploratoy Concepts in
Muscular Dystrophy and Related Disorders (Bd. A, T. MILIORAT;
Excerpta medica foundation, International congress series,
Llsevier, Amsterdam 1966), Nr, 147, p. 117,
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chondrien gebundene Stoffwechselprozesse in diesen
beiden Fasertypen verschieden ablaufen. Im folgenden
wird untersucht, ob die durch Magnesium aktivierte
ATPase in Gegenwart von EGTA — welches Kalzium
cheliert — bei roten und weissen Fasern durch Azid ver-
schieden gehemmt wird.

Nach von Brocke und RUEGG? wird einem Homogenat
von Insektenmyofibrillen etwa die Hilfte der totalen
Aktivitit der Magnesium-aktivierten ATPase durch eine
in ‘den Mitochondrien lokalisierten ATPase bestimmt,
wenn das System in kalziumfreier Form vorliegt.

Material und Methode. Bei 4-6 Monate alten Wistar-
Ratten wurden verschiedene Teile von weissen und roten
Muskeln aus der Becken- und Oberschenkelregion pri-
pariert. Zum Vergleich wurden der rote M. soleus und
der weisse M. gastrocnemius aus der Unterschenkel-
muskulatur verwendet. Alle Praparationen wurden in der
Kiihlkammer bei + 2°C vorgenommen.

Die Muskelstiicke von 0.5-1.0 g wurden in der zehn-
fachen Menge Borat-Puffer (39 mM H,BO,; + 25 mM
KCl) mit dem Virtis-Homogenisator wihrend 2 min
homogenisiert. Diese Suspension, welche die Proteine der
Mpyofibrillen enthdlt, wurde innerhalb der nichsten
2 Stunden auf die Aktivitit der Mg-ATPase untersucht.
Hierzu wurde nochmals zehnmal verdiinnt, und es wurden

Hemmung der Mg-ATPase in Muskelhomogenaten durch Azid

Muskelfasern ATPase ATPase Hemmung Fasertyp
ungehemmt gehemmt %,
(kein (10 mM
Azid) Azid)
M. rectus femoris; 37.0 i9.2 48 rot
zentraler Teil
M. vastus lateralis 40.1 18.9 53 rot
M. vastus intermedius 36.3 15.3 58 rot
M. glutaeus max.; 35.8 16.4 54 rot
zentraler Teil
M. piriformis 32.6 13.0 60 rot
M. soleus 31.4 14.8 53 rot
M. rectus femoris; 36.4 31.0 12 weiss
peripherer Teil
M. vastus medialis 48.0 43.6 9 weiss
M. glutaeus max.; 44.8 40.7 9 weiss
peripherer Teil
M. glutaeus medius 39.3 34.9 11 weiss
M. gastrocnemius 41.5 36.5 12 weiss

Die Aktivitat ist ausgedriickt in g anorganischem Phosphor, frei-
gesetzt pro ml Homogenat in 5 min Inkubation bei 25°C (ug P;/ml
Homogenat/5 min 25°C).
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0,2 bis 0,5 ml fiir die Messungen der ATPase genommen,
Das entspricht 0,2-0,8 mg Protein,

Die Homogenatsproben wurden in eine Losung pipet-
tiert, welche 2,5 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA und 25 mM
HCl Tris-Puffer enthielt. Vor der Inkubation wurde mit
Wasser auf 2,0 ml aufgefiillt3, Von jedem Homogenat
wurden 2 Proben mit Zusatz von je 0,1 ml 100 mM Azid
und 2 Proben ohne Azid inkubiert. Nach 5 min Inkubation
bei 25°C wurde die Reaktion durch Hinzusetzen von
0,1 ml 50 mM ATP gestartet und nach genau 5 min mit
1 ml 259, Trichloressigsiure abgestoppt. Der Zusatz
von ATP fiithrt zur Spaltung des ATP, wobei anorgani-
scher Phosphor (Pj) frei wird. Die Hemmung der ATPase-
Aktivitit durch Azid wurde mit der ATPase-Aktivitdt
der Probe ohne Azid desselben Homogenates verglichen.
Es wurde die relative Aktivitit der ATPase bestimmt
(vg Pi/ml Homogenat in 5 min bei 25 °C). Die Bestimmung
des bei der Reaktion freigesetzten Phosphors wurde nach
der Methode von Fiske und SusBaRow? ausgefiihrt.

Resultate. In der Tabelle sind die untersuchten Muskeln
zusammengestellt und ihr Verhalten aufgrund des Azid-
Testes angegeben. Dabei zeigt sich, dass die Mg-ATPase
der roten Muskeln stark und diejenige der weissen Muskeln
nur schwach gehemmt wird. Der Vergleich mit dem typisch
weissen M. gastrocnemius und roten M. soleus beweist dies.

Es ist demnach méglich, mit diesem Test weisse und
rote Muskelfasern deutlich voneinander zu unterscheiden,
auch wenn die priparativ festgestellte Farbe der Muskel-
fasern unsicher ist?.

Summary. With a simple test — inhibition of the Mg-
activated ATPase in a total homogenate of muscle by
azide ~ it is possible to distinguish clearly between red and
white muscle fibres. A number of muscles of the pelvic
and thigh region of the rat are investigated by this method.
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Morphometrische Untersuchungen an der Rattenleber - Parenchymzelle nach Anwendung ver-

schiedener Fixationspuffer

Die Einfiihrung morphometrischer Methoden in die
Elektronenmikroskopie gestattet es, auf relativ einfache
und zeitlich wenig aufwendige Art und Weise zu quantita-
tiven Aussagen iiber die Volumen- beziehungsweise
Membranoberflichenanteile der verschiedenen Zellor-
ganellen zu gelangen. Besonders bei der Erfassung von
ultrastrukturellen Verinderungen unter mannigfachen ex-
perimentellen Versuchsbedingungen gewinnt die Morpho-
metrie zunehmend an Bedeutung.

Bisher liegt eine Vielzahl von experimentellen Arbeiten
iiber das glatte endoplasmatische Retikulum der Leber
unter verschiedenen physiologischen, als auch pathologi-
schen Bedingungen vor?!. Dabei ldsst dieses Zellkomparti-
ment eine enge topographische Beziehung sowohl zu den

1 H. Davip, Elektronenmikroskopische Organpathologie (VEB Verlag
Volk und Gesundheit, Berlin 1967).



