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weight-gain,  fetal  weight  and fetal  resorptions are similar  
to bu t  not  as pronounced as the  f inding of HuDsoN and 
TIMIRAS 12. These invest igators  adminis tered  nicotine at  
2, 6 and 10 mg/kg /day  to rats  f rom gestat ion D a y  0 t o  
D a y  21 or from D a y  0 to D a y  7 only. They  found tha t  the  
percentage of resorptions increased and tha t  body weight  
of the  offspring decreased when increasing amounts  of 
nicotine were administered.  The authors  suggested tha t  
nicotine affects processes opera t ive  dur ing the  first week 
of gestat ion and t h a t  these effects m a y  be manifes ted in 
deve lopmenta l  dis turbances in la ter  growth stages. Resul ts  
of the  present  study,  however,  demons t ra te  t h a t  fetal  
deve lopment  is also affected even when nicotine adminis-  
t r a t ion  is ini t ia ted after  the  first th i rd  of gestation. 

In  the  ra t  a t~cansport sys tem for iron develops in the 
p lacenta  ~3 and on the  16th day  of gestat ion iron can be 
t r ansmi t t ed  to the  fetus by  this system 10. Since accumula-  
t ion of iron from mate rna l  t ransferr in  by the p lacenta  is a 
process which is not  dependent  upon t h e  presence of a 
normal  fetus ~, 5"Fe up take  can be used as one index of 
p lacenta l  function.  As shown by da ta  in Table  I I  iron 
nuclide was effect ively accumula ted  by the  p lacenta  of 
control  animals  and was t ranspor ted  to the  fetus on the 
16th day of gestation. Nicot ine a t  1 mg /kg /day  did not  
significantly influence up take  and t ranspor t  of 59Fe by ~che 
placenta.  In  rats  receiving nicotine a t  2 and 6 mg/kg /day  
placental  uptake  of iron was depressed significantly.  
Approx ima te ly  40% less iron was present  in the  fetal-  
p lacental  uni t  of rats  receiving nicotine, Fur thermore ,  on a 
weight  basis, nuc l ide  t ranspor t  by the  pa lcenta  was 
reduced 22 to 34%. 

Results  of the  present  s tudy  support  the  findings of 
other  invest igators  t ha t  nicotine ingestion adverse ly  
affects fetal  weight-gain.  In  addit ion,  however,  results f rom 
the s tudy  s h o w  tha t  nicotine adverse ly  affects placental  
growth and at  least one aspect  of p lacental  function, 
namely,  accumula t ion  and t ranspor t  of iron. Invest iga-  
t ions on the  effect of nicotine on other  biochemical  and 
morphological  parameters  of placental  development ,  
metabol i sm and t ranspor t  m a y  provide  insight  into how 
and to wha t  ex ten t  c igaret te  smoking m a y  affect  gravid  
women and their  fetuses. 

Zusammen/assung. Nikot in  in 1, 2 und 6 mg/kg  t~tglichen 
Dosen in R a t t e n  v o m  9. bis zum 15. Tage der Tr~cht igkei t  
s.c. inj izier t  verursaehte  herabgesetz te  Gewichtszunahme 
der Mut te r  sowie geringeres W a c h s t u m  des F6tus  und der 
Plazenta.  Bei  einer t~glichen Dosis yon 2 und 6 mg/kg  
Nikot in  war  die 59Fe-Anreicherung in der P lazenta  
betrXchttich verminder t .  
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Etude par immunofluorescence de l'apparition de prot6ines contractiles,  myosine  et actine, dans 
des Myoblastes d'Amphibiens en diff6renciation in vitro 

Immunofluorescence Studies on the Appearance of 
Differentiation of Amphibian Myoblasts 

Le bu t  de notre  t r ava i l  a 6t6 d '6 tudier  un aspect  
de la diff6renciation morphologique  in v i t ro  des myo-  
blastes d'Urod61e et  plus par t icul i6rement  d 'ef fec tuer  
une 6tude compara t ive  de l ' appar i t ion  et l '6volut ion de 
prot6ines myofibril laires,  myosine  et actine, 5~ l 'a ide de la 
technique  d ' immunof luorescence  qui  pe rmet  de d6celer 
avec pr6cision la pr6sence d 'une  quant i t6  min ime  de ces 
prot6ines. 

Matdriel et mdthodes. - Prdparation du matdriel em- 
bryonnaire et immunofluorescence. Des cultures de cellules 
pr61ev6es sur la paroi  dorsale de jeunes neurulas (St. 13) 
de Pleurodeles waltlii sont  effectu6es selon une technique 
d6jh d6crite 1. La  t echn ique  d ' immunof luorescence  in- 
directe utilis6e est essentiel lement  la m6me que celle d6js 
publi6e ~, 3. 

Pr@aration des antig~nes et antisdrums. Les d6tails de la 
pr6para t ion des alltig6nes, leur identif ication,  le contr61e 
de leur purer6, l ' absorpt ion  des antis6rums, e t c . . ,  sont 
d6crits dans de pr6c6dentes publications~-a. 

Contrdles. Celtules: 1. Transf6r6es seulement  dans le 
t a m p o n  salin; 2. trai t6es au S w A R / F I T C  (Sevac) seule- 
men t ;  3. trait6es avec du s6rum ant i -myosine  (anti-actine) 
seulement ;  4. oh le s6rum normal  de lapin est utilis6 ~ la 
place de l ' ant is6rum ant imyosi l le  (anti-actine). Tous ces 
contr61es out  donn6 des r6sultats n6gatifs. 

Rdsultats. A 18~ 3 ~t 4 jours sont n6cessaires aux 
cellules pour  s ' a t t acher  et  s '6taler sur le support .  A c e  
stade, les myoblas tes  g6n6ralement fusif0rmes ne pr6- 
sentent  encore aucune autre  diff6renciation morpholo-  

Myosin and Actin During in vitro 

gique. A par t i r  de ce moment ,  il n ' y  a plus de mitose dans 
cet te  cat6gorie cellulaire. Ce n 'es t  qu 'apr6s le 5e jour  de 
cul ture  que la s t r ia t ion myofibr i l la i re  commence  5~ 6tre 
visible en microscopie ~ contras te  de phase, dans la zone 
paranucl6aire.  Au cours des jours qui  suivent,  les myo-  
fibrilles progressent  vers Ies extr6mit6s de la cellule, dont  
la plage cy top lasmique  s 'accroit .  La  diff6renciation 
morphologique  de la cellule musculaire  est compl6te  au 
10e jour  de cul ture  environ 1. 

I1 est h noter  que la cytodiff6renciat ion des myoblastes  
d'Urod61es se d6roule no rma lemen t  in v i t ro  bien que ces 
cellules res tent  souvent  compl6 tement  isol6es 5. La  fusion 
des myoblas tes  n 'es t  pas n6cessaire. Ceci est contraire  ~t 
ce qui  se passe pour  la diff6renciat ion de cellules isol6es de 
muscle squele t t ique  d ' embryons  d 'Oiseau ou de Mammi-  
f6re, qui  n6cessite une fusion de myoblas tes  en un 
syncy t ium se t r ans fo rmant  ensuite en fibre musculaire  
typ ique  avec l ' appar i t ion  de myofibri l les caract6ristiques.  

Nous avons eu recours ~ une technique  immunoch imique  
pour  d6tecter  les premiers  signes d ' appar i t ion  des prot6ines 

1 A. M. DUPRAT, Annls. Enlbryol. Morph. 3, 411 (1970). 
2 A. ROMANOVSKS~ et J. MAcRA, Folia biol. 77, 387 (1971). 
3 A. ROMANOVSK~, D. HURYCFIOVA et J. Ms Folia biol. 79, 

43 (1973). 
a A. SMIDOVA, D. ~-IuRYCHOV,~, A. ROMANOVSKY et J. MhCHA, sous 

presse. 
5 A. M. DUPRAT et C. MATm~U, C. r. Aead. Sci., Paris 277, 1705 

(1973). 



15.4. 1975 Specialia 489  

Fig. 1. et 2. Myoblastes, 4-5 jours apr~s la mist en culture et 24 h apr~s leur 6talement. L6g&re fluorescence diffuse. 1. S~rum a~lti-myosine. 
2. S6rum anti-aefine. 

Fig. 3. et 4. Myoblastes, 7-8 jours apr~s leur mise en culture. Importante fluorescence s'organisant en filaments, dans tout le cytoplasme. 
3. S6rum anti-myosine. 4. S6rum anti-actine. 

de s t r u c t u r e  des cellules muscula i res ,  a f in  de savo i r  s i c e s  
p ro t6 ines  6 l a i en t  d6j5` syn th6 t i s6es  b ien  a v a n t  que la 
d i f f6 renc ia t ion  morpho log ique  n e s e  mall ifeste.  De plus,  il 
6 ta i t  i n t6 r e s san t  de saTeoir si, dans  ce mat6r ie l ,  c o m p a r a t i -  
v e m e n t  5  ̀ce qu i  a d6j5` 6t6 observ6  sur  d ' a u t r e s  (cf. 3,4,6 
p o u r  revue) ,  deux  des p r inc ipa les  p ro t6 ines  col l t ract i les  
(myos ine  e t  ac t ine)  a p p a r a i s s e n t  s i m u l t a n 6 m e n t  dans  la 
cellule ou si l ' a p p a r i t i o n  de l ' une  est  r e t a rd6e  p a r  r a p p o r t  
5. celle de l ' au t re .  

P o u r  ce Iaire  des cellules on t  6t6 fix6es 5  ̀ d ivers  mo- 
m e n t s  de leur  6vo lu t ion  en  cu l t u r e :  3 jours  (dgs leur  
a t t a c h e m e n t  au suppor t ) ,  4, 5, 6, 7, 8, 9 et  11 jours .  

Quel  que  soi t  l ' a n t i s 6 r u m  uti l is6 (myos ine  ou act ine) ,  
d~s le 3e jour  aprgs  la mise en  cul ture ,  on  d6tec te  p a r  
immunof luo re scence  u n  tr~s p e t i t  n o m b r e  de m y o b l a s t e s  
f a i b l e m e n t  f luorescents .  L a  ma jo r i t 6  des cellules ne  
pr6se l l t en t  pas  encore  de f luorescence sp6cifique.  P a r  
contre ,  an  4e jour  de cu l tu re  et  p e n d a n t  les jours  qui  
su iven t ,  la  f luorescence des m y o b l a s t e s  s ' a c c e n t u e  
(Figures  1 et  2). Cet te  r6ac t ion  pos i t ive  est  d ' a b o r d  diffuse, 
son in tens i t6  s ' accro i t  au  fur  et  ~ mesure  que la cy to-  
d i f f6renc ia t ion  progresse.  (I1 est  5. soul igner  qu 'e l le  est  
plus m a r q u 6 e  5  ̀la p6r ipher ie  de la zone de f luorescence).  
Puis,  la  r6ac t ion  pos i t ive  refl~te t ' a r r a n g e m e n t  des  prot6 i -  
lles con t rac t i l es  en  myof ibr i l les  et  des f i l amen t s  f luorescents  
n o n  str i6s son t  alors  n e t t e m e n t  vis ibles  dans  la p tage  
c y t o p l a s m i q u e  pr6c6d~s vers  les ex t r6mi t6s  de la cellule, 
p a r  une  zone de f luorescence plus  diffuse (Figures  3 et  4). 

Enf in ,  dans  des  cellules muscula i res  n e t t e m e n t  d i l l& 
renci6es et  t r6s  b ien  6tal6es, on p e u t  d i s t i ngue r  5  ̀ fo r t  
gross issement ,  l ' a l t e r n a n c e  de zones claires e t  sombres  le 
long des myof i l amen t s ,  c o r r e s p o n d a n t  ~. la  s t r i a t ion  
classique.  

Discussion et conclusions. De la compara i so l l  des 
obse rva t ions  effectu6es grg~ce 5  ̀ la m 6 t h o d e  d ' i m m u n o -  
f luorescence,  sur  u n  m6me sys t~me e m b r y o n n a i r e  en  
d i f f6rencia t ion  in v i t ro ,  en  u t i l i s an t  soi t  u n  s6rum an t i -  
myosine ,  soi* un  s6rum an t i - ac t ine ,  il r essor t  : a) que, dans  
le cas pr6sent ,  d~s leur  m i s t  en  cul ture ,  les m y o b t a s t e s  
d6js` dg~ermin6s ma i s  n o n  encore  m o r p h o l o g i q u e m e n t  
diffdrenci6s, ne  poss&denL pas  les pro t~ ines  de s t r u c t u r e  
n6eessaires 5  ̀l en t  cy tod i f f4 renc ia t ion  (myosine  et  actille).  
b) que  la  synth&se de ces pro t6 ines  d6bu te  au  3e ou 4e jours  
de cu l tu re  c'est-5`-dire pen  de t e m p s  a v a n t  l ' a p p a r i t i o n  
de la cy tod i f f6renc ia t ion ,  c) que  la syn th~se  de  ces prot6-  
ines se pou r su i t  t o u t  au  long  de la difff i renciat ion des 
myoblas te s .  L a  f luorescence d ' a b o r d  diffuse,  s 'o rgan ise  
p a r  la sui te  en  f i l aments .  Cet te  6vo lu t ion  est  le ref le t  de la  
synth&se puis  de l ' a r r a n g e m e l l t  en  m y o f i l a m e n t s  et  
myof ibr i l les  des mol6cules des p ro t6 ines  cont rac t i les .  

Cet ensemble  de r6su l t a t s  compi~te  ceux p r 6 c 4 d e m m e n t  
o b t e n u s  sur  ce mSme mat6 r i e l  5  ̀ l ' a ide  de d ivers  inh ib i -  
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teurs  de synth6ses de R N A  ou de prot6ines par  l 'une  
d 'en t re  nous 7 et p e r m e t t e n t  de conclure X la pr6sence 
dans les myoblastes  encore morpho log iquement  indiff6- 
renci6s de R N A  messagers de longue dur6e, quJ dir igent  la 
diff6renciation de ees cellules s. 

d) I1 est 6galement  i m p o r t a n t  de souligner que par  cet te  
m6thode il est encore possible de faire une dis t inct ion 
ne t te  entre le compor t emen t  in v i t ro  de myoblas tes  
d 'Oiseau (poulet) 9 ou de Mammif6re (rat) i~ qui  ne 
synth6t isent  pas (ou synth6t isent  tr6s peu) de myosine  
avan t  la fusion des myoblas tes  et d'Urod61es chez qui  la 

A. M. DUPRAT, Annls. Embryo]. Morph. 2, 179 (1969). 
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synth6se des prot6ines contract i les  se d6roule normale-  
m e n t  dans les cellules pouvan t  rester  isoI6es, e) Enfin ,  
chez Pleurodeles waltlii, les deux prot6ines contract i les  
6tudi6es, myosine  et actine,  apparaissent  s imul tan6ment  
dans tes myoblas tes  et 6voluent  de faqon analogue. 

Summary. Myosin and actin, as s tudied by indirect  
immunof luorescence  method,  appear  synchronously  dur-  
ing morphological  different iat ion of embryonic  cu l t iva ted  
myoblas ts  of Pleurodeles waltlii. 
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Die Bedeutung der cis -Aconi ts~ure  fiir die biologische Inaktivierung der 3,4-Benzopyren 
Kanzerogenese 

The Significance of the cis -Aconi t ic  Acid for the Biological Inactivation of the 3,4-Benzopyrene 
Cancerogenesis 

Exper imente l le  Unte r suchungen  fiber die tgrzeugung 
yon mal ignen Tumoren  bet Tieren mi t  Hilfe des 3,4- 
Benzopyrens  (3,4-BP) haben  ergeben, dass die Tumor-  
indukt ion  bzw. das T u m o r w a c h s t u m  bet verschiedenen 
Tierar ten  sehr unterschiedl ich sein kann. So zeigen 
junge M~iuse nach  einer e inmaligen s.c. In jek t ion  yon 
2,52 mg 3 ,4-BP bereits  einige Wochen  danach  an der 
Injekt ionsste l le  kleine VerNir tungen,  die s p i t e r  zu 
gr6sseren Tumoren  wachsen (Sarkome und gelegentl ich 
Karzinome) mi t  s imt l i chen  Maligni t~tsmerkmalen,  wie 
Ulzerat ionen,  Nekrosen,  Tumormetas tasen .  Die M~Luse 
s terben zwischen 100-200 Tagen  nach der  3 ,4-BP 
In jek t ion  als Folge des mal ignen Prozesses. I m  Gegen- 
satz hierzn zeigen landwir tschaf t l iche Nutz t i e re  wie 
Schweine und Rinder  nach Behandlung  mi t  h6heren 
3 ,4-BP Konzen t ra t ionen  (bis 435 mg 3,4-BP) an der 
Injekt ionsste l le  keinen T u m o r  t. Es  wurde unter  anderem 
ve rmute t ,  dass Grosst iere unter  U m s t i n d e n  einen 
Inak t iv ie rungsmechan i smus  besitzen, eventuel l  durch 
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Uber tebensze i t  in  T a g e n  

Substanzen,  die in ihrem Organismus physiologisch vor- 
k o m m e n  und in der Lage sind, die kanzerogene "Wirkung 
des 3 ,4-BP abzuschwichen  oder ganz zu blockieren. 
Oezielte Unte r suchungen  auf diesem Gebiet  haben 
gezeigt, dass das Put resc in  (das durch die Bakter ien-  
t~itigkeit im Verdauungs t rak t  als Dekarboxyl ie rungs-  
p roduk t  des Orni thins  entsteht)  die 3 ,4-BP Kanzero-  
genese bei Miusen  h e m m e n  kann 2. Zus i tz l ich  wurde  die 
M6glichkeit  gepriift ,  ob andere Substanzen,  die als 
Stoffwechselprodukte  im K6rper  h6herer  Organismen 
vorhanden  sind, ~ihnlich wie Putresc in  wirken. Bei dem 
S tud ium fiber die Beden tung  des Z i t ronens iure -Zyklus  
fiir die 3 ,4-BP Kanzerogenese wurde festgestell t ,  dass 
cis-Aconitsiure ebenfalls eine hemmende  Wirkung  auf die 
3, 4 -BP Tumoren twick lung  bet  Miusen  aufweist.  

Material und Method& 30 junge weibliche M~iuse 
( IMRI -S t amm,  4-5 Wochen  alt,  20-25 g K6rpergewicht)  
wurden mi t  2,52 mg 3, 4-BP in 0,5 ml  Tr icapryl in  gel6st, 
s.c. gespri tz t  (Gruppe A). Gruppe B:  34 Tiere  wnrden  
/ihnlich wie A behande l t  + 30 mg cis-AconitsXure, (d.h. 
cis-Aconitsiure wurde lokat zusammen  mi t  3, 4-BP s.c. 
appliziert).  U m  die L6slichkeit  der  S~ure in Tr icapryl in  zu 
steigern, wurde etwas Athanol  zugesetzt.  Bet e inem 
Vorversuch (Gruppe C, 20 M~iuse) mi t  10 mg  cis-Aconit- 
s~iure bzw. (Gruppe D, 35 M~iuse) mi t  < 10 mg cis- 
Aconits~iure konnte  eine re la t ive  hemmende  Wirkung  
der cis-Aconits~ure auf die 3 ,4-BP Kanzerogenese fest- 
gestell t  werden (Figur). Durch  die Verbesserung der 
L6slichkeit  (Zusatz yon Athanol ,  Gruppe B und C) und 
durch erh6hte Konzen t ra t ion  (Gruppe B) konnte  die anti-  
kanzerogene Wi rkung  yon  cis-Aconitsiure auf die 3, 4 -BP 
Kanzerogenese wet ter  v e r s t i r k t  werden  (Tabelle). 

Wirkung voa c/s-Aconits~iure auf die 3,4-Benzopyren Kanzero- 
genese. Gruppe A nut mit 2,52 nag 3,4-BP behandelte M~iuse. Die 
Tiere starben innerhalb yon 7 Monaten durch die Tumorentwicklung. 
Gruppe B und C nach Zusatz yon 30 Ing bzw. 10 mg cis-Aconits~ure. 
Deutliche Reduzierung der 3, 4-BP I~anzerogenit~it und Verl/ingerung 
der 0berlebenszeit. 
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