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(cour tesy  of R. E. CHANCE, El i  Lilly, Ind ianapo l i s ,  USA)  
d i lu ted  1:10 in p h o s p h a t e - b u f f e r e d  saline,  t h e n  to  a 
f luorescein  label led a n t i - r a b b i t  y-globul in  se rum ( P a s t e u r  
I n s t i t u t e ,  Par is) .  Cont ro l s  inc luded  a d s o r p t i o n  of t h e  
specific a n t i - B P P  s e r u m  w i t h  B P P  (50 [xg/ml of u n d i l u t e d  
serum),  insu l in  (2 U/ml) ,  g lucagon  (50 ~g/ml),  s o ma t o -  
s t a t i n  (200 ~g/ml),  secre t in  (50 ~g/ml),  gas t r in  (50 ~g/ml)  
an d  G L I  (90 vg/ml) .  All  P e t r i  dishes were c o u n t e r s t a i n e d  
w i t h  0 ,01% E v a n s '  b lue  a f t e r  i n c u b a t i o n  and  obse rved  
in a Zeiss U l t r a p h o t  microscope  equ ipped  w i th  a I I I  R S  
condensor .  

Af te r  exposure  to  a n t i - B P P  serum,  s t rong  i m m u n o -  
f luorescence was obse rved  in severa l  cells (Figure,  a - b )  
s ca t t e r ed  t h r o u g h o u t  t h e  endocr ine  clusters .  No i m m u n o -  
f luorescen t  cells were obse rved  when  a n t i - B P P  was  
adso rbed  w i t h  B P P  pr ior  to  i ncuba t ion .  In  con t ras t ,  t h e  
s t a in ing  w i t h  a n t i - B P P  se rum was n o t  abol i shed  b y  ad-  
so rp t ion  of the  s e r u m  w i t h  e i the r  insulin,  g lucagon,  
s o m a t o s t a t i n ,  secret in ,  ga s t r i n  or G L I  t h u s  exc lud ing  a n y  
cross r e a c t i v i t y  w i t h  these  po lypep t ides .  

F r o m  these  resul ts ,  i t  appea r s  t h a t  a specific cell 
popuIa t i on  of r a t  p a n c r e a t i c  m o n o l a y e r  cu l tu re  c o n t a i n  a 
p o l y p e p t i d e  iden t ica l  or s imi la r  to  B P P .  I n v e s t i g a t i o n s  
are now in progress  so as to  i den t i fy  a t  the  u l t r a s t r u c t u r a l  
level  t h e  cell t y p e  r eac t i ng  w i t h  a n t i - B P P .  B P P  i m m u n o -  
r e a c t i v i t y  was r ecen t ly  found  in dog panc reas  a n d  gas t ro -  
i n t e s t i n a l  t r ac t .  F luo re scen t  cells were p a r t i c u l a r l y  
n u m e r o u s  in  t h e  u n c i n a t e  process  sca t t e r ed  t h r o u g h  t h e  
exocr ine  t issue,  and  m a y  cor respond  to t h e  so-called 
F-cel l  ~a. 

a) Three-day-old rat pancreatic monolayer culture incubated with 
anti-BPP serum, showing several fluorescent cells. • b) Same 
culture as in (a), at higher magnification, showing 3 positive cells. 
Notice that the immunofIuorescent reaction is confined to the cyto- 
plasm. • 680. 

13 D. BAIgTt~NS, C. RUFENER and L. ORCI, Experientia (Abstr.) 32, 
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Pluralit6 dans le d6terminisme des effets t6ratog~nes des compos6s  organophosphor6s  

Plurality in the Determinism of Organophosphorus  Teratogenic Effects 
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Summary. I n  Quai l  embryos ,  n i c o t i n a m i d e  p r e v e n t s  b e a k  an d  legs a b n o r m a l i t i e s  p roduced  b y  b id r in  b u t  r ema i n s  inef-  
f ic ient  aga ins t  v e r t e b r a l  defects  induced  b y  b id r in  a n d  pa ra th ion .  I n  con t ras t ,  t h e  v e r t e b r a l  deficiencies are  g r e a t l y  
a l l ev ia t ed  or abol i shed  b y  p ra l idox im,  a n  a n t i d o t e  k n o w n  an d  used in o r g a n o p h o s p h o r u s  in tox ica t ions .  F r o m  these  
obse rva t ions ,  a p lu ra l i t y  in t he  d e t e r m i n i s m  of t e r a togen ic  effects induced  b y  o r g a n o p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s  is ev iden t .  

Les insect ic ides  o rganophosphor6s ,  b ien  connus  pou r  
leurs propri~t6s  an t i cho l ines t6 ras iques  1 son t  de pu i s san t s  
t6 ra tog~nes  chez l 'oiseau.  Ils i n d u i s e n t  des d6 fo rma t i o n s  
de l ' axe  v e r t 6 b r a l  2-4, des anomal i e s  des m e m b r e s  e t  du 
bec 5,6 et  avec  ce r t a ins  compos6s,  comme le b id r in ,  
t o u t e s  ces anomal ie s  s ' e x p r i m e n t  7-11. I1 a 6t6 m o n t r 6  que 
les anomal ie s  du bec e t  des m e m b r e s  - p r6venues  p a r  la 
nicot inamideY-9,  ~2 - n ' 6 t a i e n t  pas  li6es aux  propr i4 t4s  
an t i cho l ines t6 ra s iqnes  de ces agents .  C e p e n d a n t  malgr6  
des obse rva t i ons  pr61iminaires  1],1a aucune  p r e u v e  for- 
melle  n ' e s t  v e n u e  5. ce jour  d 6 m o n t r e r  que les o rgano-  
phosphor4s  ag i s sa ien t  sur  la morphogen6se  ve r t4b ra l e  
p a r  l ' i n t e rm6d ia i r e  d ' u n  m4can i sme  sp4cifique. E n  
re la t ion  avec  ce probl6me,  nous  exposerons  ici les r6su l t a t s  
d ' exp6r iences  a y a n t  consis t4 5  ̀in jec ter ,  s i m u l t a n 6 m e n t  5  ̀
deux  insect ic ides  o rganophospho r6s  (le p a r a t h i o n  e t  le 

b idr in) ,  de la p ra l idoxime,  mol6cule connue  et  employ6e  
en  c l in ique pou r  ses propr i6 t6s  r4ac t iva t r i ces  des chol in-  
es t6rases  phosphory l6es  14,15. Les effets  de la p r a l i d o x i me  
se ron t  compar6s  5  ̀ ceux  o b t e n u s  apr6s l ' emplo i  de la 
n i co t inamide .  

Matdriel et techniques. Les eeufs de caille (Coturnix 
coturnix japonica) uti l is6s son t  issus de l '61evage du  
labora to i re .  Les t r a i t e m e n t s  t6 ra tog6nes  son t  app l iqu6s  
a v a n t  la raise en  i n c u b a t i o n  des cenfs. Le p a r a t h i o n  
purif i6 5. 96,3~o (Rh6ne-Pou lenc )  es t  dissous d a n s  l 'hu i le  
d 'o l ive  e t  in jec t6  5. r a i son  de 75 ~xg p a r  ceuf. Le b i d r i n  
(d ic r0 tophos ;  isom~re cis-crotonamide), purif i6 5  ̀ 85,8~o 
(Schell) es t  dissous d a n s  du  solut6 phys io log ique  e t  
c h a q u e  eeuf re~oit  0,25 m g  de ce compos6.  Les con t r e -  
t r a i t e m e n t s  son t  r6alis6s au  3 e jou r  de l ' i n cuba t i on .  L a  
p ra l i dox ime  ( su l fom6thy la te  d ' h y d r o x y i m i n o m 6 t h y l - 2  
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Tableau I. R6sultats d'exp6riences r6alis6es avec le parathion seul ou combin6 h la pralidoxime ou ~ la nicotinamide 
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Exp6riences Nombre d'oeufs Nombre d 'embryons Malformations 
survivants au 11 ~ j our 

Injeet6s F6cond6s (% mortalit6) Epine dorsale Bec et membres 
+++ ++ :ho +++ ++ :~o 

Parathion 100 90 76 76 
(75 b~g) (15,55%) 

Parathion 75 bag + pralidoxime 2 mg 200 186 57 
(8,06 baM) (69,35%) 

Parathion 75 bag + nicotinamide I mg 130 105 43 43 
(8,11 baM) (59,04%) 

5 52 

76 

57 

43 

Tableau II. R6sultats d'exp6riences r6alis6es avec le bidrin seul ou combin6 ~ la pralidoxime ou & la nicotinamide 

Exp6riences Nombre d'ceufs Nombre d 'embryons Malformations �9 
survivants au 11 e j our 

Inject6s F6cond6s (% mortalit6) Epine dorsale Bec et nlembres 
+ + +  + +  +=k + + +  + +  ~:O 

Bidrin 75 62 46 39 4 3 
0,25 mg (25,80%) 

Bidrin 0,25 mg + pralidoxime 2 mg 200 164 61 18 43 
(8,06 baM) (62,80%) 

Bidrin 0,25 nag + nicotinamide 1 mg 100 87 36 29 7 
(8,11 btM) (58,62%) 

45 

58 

36 

�9 Le nombre de signes + est proportionnel au degr6 de gravit4 des malformations. 

m 6 t h y l - 1  p y r i d i n i u m )  e s t  u t i l i s6e  s o u s  s a  f o r m e  c o m m e r -  
c ia l i s6e  ( C o n t r a t h i o n |  c h a q u e  oeuf en  r e~o i t  
2 m g ,  so i t  8 ,06 ~ m o l e s .  L a  n i c o t i n a m i d e  (Merck)  e s t  
i n j e c t 4 e  ~ la d o s e  de  1 m g  (8,11 bamoles). T o u t e s  les  in-  
j e c t i o n s  s o n t  r6a l i s4es  d a n s  le s a c  v i t e l l i n .  L ' i n c u b a t i o n  
e s t  e f f e c t u 6 e  ~ u n e  t e m p 6 r a t u r e  c o n s t a n t e  de  38 ~ e t  les 
e m b r y o n s  s o n t  sac r i f i6s  a u  l l e  j ou r .  

Rdsultats .  L e s  t r a i t e m e n t s  a u  p a r a t h i o n  ( T a b l e a u  I) 
e n g e n d r e n t  de s  a n o m a l i e s  v e r t 6 b r a l e s  - a s s o c i a t i o n s  de  
l o r d o s e s  e t  de  c y p h o s e s  t r 6 s  a c c e n t u 6 e s  a u  n i v e a u  d u  
cou  - d a n s  1 0 0 %  d e s  c a s  e t  l e u r  g r a v i t 6  e s t  v o i s i n e  de  celle 
o b s e r v 6 e  a n t 6 r i e u r e n l e n t  ~ .  L e  bec  e t  les p a t t e s  o n t  
t o u j o u r s  u n e  m o r p h o l o g i e  n o r m a l e .  

L ' a s s o c i a t i o n  de  p r a l i d o x i m e  e t  de  p a r a t h i o n  r 6 d u i t  la  
g r a v i t 6  o u  s u p p r i m e  t o t a l e m e n t  t ' a p p a r i t i o n  de s  a n o m a l i e s  
a x i a l e s .  L a  n i c o t i n a m i d e  r e s t e  s a n s  e f f e t  l o r s q u ' e l l e  e s t  
i n j e c t 6 e  chez  d e s  s u j e t s  e x p o s 4 s  a u  p a r a t h i o n ;  n i  la  
f r 4 q u e n c e  n i  la  g r a v i t 6  d e s  a n o m a l i e s  n e  se t r o u v e n t  a t o r s  
m o d i f i 6 e s .  

A v e c  le b i d r i n  ( T a b l e a u  I I ) ,  les  a n o m a l i e s  a x i a l e s  
a p p a r a i s s e n t  a v e c  u n e  f r 4 q u e n c e  t r 6 s  61ev6e m a i s  e l les  
s o n t  p a r f o i s  m o i n s  a c c e n t u 4 e s  q u ' a v e c  le p a r a t h i o n  m a l g r 6  
les f o r t e s  d o s e s  de  p r o d u i t  e m p l o y 4 e s .  A v e c  ce t  i n s e c t i c i d e ,  
o n  a s s i s t e  6 g a l e m e n t  ~ de s  d 6 v e l o p p e m e n t s  a b e r r a n t s  a u x  
n i v e a u x  d u  bec  e t  de s  p a t t e s .  L ' h 6 m i - b e c  s u p 4 r i e u r  e s t  
r e c o u r b 6  e t / o u  f o r t e n l e n t  b r a c h y g n a t h e .  L a  b r a c h y g n a t h i e  
6 t a n t  r g g u l i 6 r e m e n t  p r 6 s e n t e  a u  n i v e a u  de  l ' h 4 m i - b e c  
i n f6 r i eu r .  L e s  m e m b r e s  s o n t  t o u i o u r s  m i c rom61es .  

L e s  e m b r y o n s  s o u m i s  a u  d o u b l e  t r a i t e m e n t  b i d r i n  + 
p r a l i d o x i m e  p r 6 s e n t e n t  d a n s  t o u s l e s  c a s  u n  a l l o n g e m e n t  
de s  t e r r i t o i r e s  a x i a u x ,  p l u s  p a r t i c u l i 6 r e m e n t  n e t  a n  n i v e a u  
ce rv i ca l .  D a n s  les  m ~ m e s  c o n d i t i o n s ,  les a n o m a l i e s  d u  bee  
e t  de s  p a t t e s  d e m e u r e n t  6 v i d e n t e s .  I n v e r s e m e n t ,  la  

n i c o t i n a m i d e  p r 6 v i e n t  les d g f o r m a t i o n s  d u  bec  e t  d e s  
m e m b r e s  i n d u i t e s  p a r  le b i d r i n  s a n s  e x e r c e r  le m o i n d r e  
e f f e t  s u r  les  s t r u c t u r e s  a x i a l e s .  

Discuss ion .  D e s  r 4 c e n t s  r 4 s u l t a t s  de  PROCTOR e t  
CASlI)A 16, il r e s s o r t  q u e  les  t r a i t e m e n t s  t 4 r a t o g 6 n e s  a u  
b i d r i n  ou  ~ l ' 6 s4 r ine  p r o v o q u e n t  u n e  c h u t e  i m p o r t a n t e  
d u  t a u x  e m b r y o n n a i r e  de  n i c o t i n a m i d e - a d 6 n i n e - d i n u c l 4 o -  
t i d e  ( N A D )  e t  q u e  l ' a d j o n c t i o n  de  n i c o t i n a m i d e ,  t o u t  e n  
p r 6 v e n a n t  les  a n o m a l i e s  du b e c  eL d e s  m e m b r e s ,  r e s t a u r e  
la  c o n c e n t r a t i o n  de  N A D  ~ u n  n i v e a u  n o r m a l .  N o s  
r 6 s u l t a t s ,  o b t e n u s  lors  de s  d o u b l e s  t r a i t e m e n t s  b i d r i n  + 
n i c o t i n a m i d e ,  m o n t r e n t  6 g a l e m e n t ,  c h e z  la  cai l le ,  la  
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re la t ion en t re  la non express ion des anomal ies  du bec e t  
des pa t t e s  indui tes  par  le b idr in  et  l ' appo r t  de nicot in-  
amide.  Toutefois,  dans  nos exp6riences,  que ce soit  avec 
le p a r a t h i o n  ou le bidrin,  la n ico t inamide  n ' a  r6v616 
aucnn  effet  an t i t6ra tog6ne au niveau des s t ruc tu res  
ver t6bra les  e t  il e n e s t  de m6me chez l ' embryon  de 
poule t  ~. A l ' inverse,  aprgs emploi  de la pra l idoxime,  les 
anomal ies  axiales (para th ion  et  bidrin) sont  trgs a t t6nu6es 
ou absen tes  alors que les d6format ions  du bec et  des 
membres  (bidrin) d e m e u r e n t  p r a t i q u e m e n t  inchang6es,  du 
moins  sur le p lan ph6notyp ique .  Ces fairs t r adu i sen t  
l ' ex is tence  d ' une  plural i t6 dans  le d6 terminisme des effets 
t6ratog~nes indui ts  pa r  les organophosphor~s.  

E t a n t  donn6 d ' une  par t ,  les propri6t6s pharmacolo-  
giques respec t ives  des esters  phosphor iques  e t  de la 
p ra l idoxime sur la ~onction nenro-musculaire~,l~,  ~ e t  

d ' au t r e  par t ,  les effets %ratog~nes  observ6s apr~s des 
in ject ions  t a rd ives  de pa ra th ion  ~,1~ il est  p robable  que 
les d6format ions  de l ' axe  ve r tebra l  observ~es apr~s des 
t r a i t e m e n t s  aux  organophosphor6s  sont  en r a p p o r t  avec 
une modif icat ion profonde  de la physiologie du syst6me 
cholinergique.  Cet te  in te rp r6 ta t ion  est  6tay6e par  les 
r~sul tats  ob tenns  avec Ia tox ine  botu l ique  ~s e t  divers 
chol inomim6t iques  x~,2~ qui engend ren t  6galement  des 
anomal ies  de l ' axe  ver t6bral .  

1'/ R. ]VfEINIEL, C. r. Soc. Biol., Paris 767, 459 (1973). 
is p. D. F. MURRAY and D. B. DRACH~AN, J. Embryol. exp. Morph. 

22, 349 (1969). 
16 E. D. BUE~R and W. S. PL*T~R, Proe. Soe. exp. Biol. Med. 91, 

539 (1956). 
80 W. LA~KU~.R, Teratology 72, 1.25 (1975). 

E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h - c y t o c h e m i s c h e  U n t e r s u c h u n g e n  an g lycer in ier ter  F l u g m u s k u l a t u r  von  
Locusta migratoria L. Die  E i s e n c o l l o i d r e a k t i o n  und A l c i a n b l a u b i n d u n g  

E lec tron  C y t o c h e m i c a l  S tud ie s  on  Glycer inated  Fl ight  M u s c l e  of Locusta migratoria L. The  Col lo idal  
Iron  R e a c t i o n  and Alc ian  Blue  B i n d i n g  

K.  ALLMANN 1 

Fachbereich Biologie der Universitiit Konstanz, Post/ach 7733, D-775 Konstanz (Bundesrepublik Deutschland, BRD), 
27. Dezember 7975. 

Summary. Struc tura l  mater ia l  reac t ing  wi th  colloidial i ron and, par t icular ly ,  a f ter  deamina t ion  b inding  wi th  Alcian 
blue, can be d e m o n s t r a t e d  b y  means  of the  e lectron microscope in the  sarcomeres  of g lycer ina ted  locust  f l ight muscle, 
especially in the  I -bands .  These meta l  b indings  are e l iminated  by  blocking react ions  for acidic anionic groups, bu t  not  
by  hydro ly t i c  enzymes .  

In  einer fr i iheren e lek t ronenmikroskopischen  Un te r -  
suchung fiber die E i s e n - I I I - B i n d u n g  in glycer inier ter  und  
myos inex t rah ie r te r ,  a ldehydf ix ie r te r  F lugmusku la tu r  yon 
Locusta migratoria L. wurde  un te r  Ve rwendung  yon Am-  
mon iume i sen - I I I - su l f a t  als Fe r r idona to r  in den Flug- 
muskel-I-B~Lndern ferriphiles S t ruk tu rma te r i a l  nachge-  
wiesen 2. Inzwischen  wurden  in Sttuger-, Frosch-  nnd  
F i schmusku la tu r  S t r u k t n r m a t e r i a l v o m  P r o t e o g l y k a n t y p  a 
nnd  in Insektenf lugmuskel - I -B~indern  und Z-Scheiben 
<(C~>-Filamente bzw. S t ruk tu rma te r i a l  noch  n ich t  bekann-  
t e r  Z u s a m m e n s e t z u n g  ident i f iz ier t  4. I m  Hinbl ick  auf 
diese Befunde  wurde  eine e lek t ronenmikroskopische  Cha- 
rak ter i s ie rung des Ierr iphilen S t ruk tu rmate r i a l s  in Lo- 
custa-Flugmuskulatur mit  HiKe yon Meta l lb indungs-  und  
Spezi f iz ierungsreakt ionen versucht .  

Material und Methode. Teile von Fibri l lenfragmentpr~i-  
pa ra t ionen  3 und  K r y o s t a t s c h n i t t e  yon kurz- und  lang- 
glycer inier ter  ind i rek ter  Locusta-Flugmuskulatur wur- 
den nach  Aldehydf ix ie rung  mi t  Eisencol loidreagenz (Am- 
moniumferr ig lycera t )  a oder  mi t  0,1% - bzw. 1%-Alcian-  
b lan 8GX 6 in 0,025 M Aceta tpuffer ,  p H  4,6, ohne  und 
mi t  MgC12-Zus/~tzen (in 0,2 M - S t u f e n  bis zu einer Mo- 
larit i i t  von 1,0 21r MgC12) nach  der  Methode  der  <~Critical 
E lec t ro ly t  Concen t ra t ion  (CEC)~ behande l tL  Als Alde- 
hydf ixa t ive  d ien ten  2,5% -Glu ta ra ldehyd  hzw. 4% -For-  
m a l d e h y d  in 0,1 M P h o s p h a t -  oder  Cacodylatpuffer ,  p H  
7,2, fiir die A B - B i n d u n g  auch in 0,025 M Aceta tpuf fer ,  
p H  4,6 (Fixierungszei ten:  30 rain und  2 h). Die AB-In -  
kuba t ion  wurde  daneben  noch gleichzeitig mi t  der  Glu- 
t a r a ldehydf ix i e rung  v o r g e n o m m e n  s, ferner  auch  mi t  der  
FormoKix ie rung  (obige Fixa t ive ,  0,1 bzw. 1% an AB- 
8GX). Zur Spezif izierung der  Iiir die Eisen-  bzw. Cu- 
P h t h a l o c y a n i n - B i n d u n g  ve ran twor t l i chen  e lekt ronega-  

r iven Gruppen  von Gewebepolyanionen  wurden  Teile des 
(ohne AB-Zusatz)  f ix ier ten Muskelmater ia ls  fo lgenden 
Behand lungen  zur E l imin ie rung  der  Meta l lb indung un- 
te rworfen:  Blockierung der  sauren  Gruppen  durch  Me- 
thy l ie rung  (Veresterung 9 nnd  Alkyl ierung l~ nnd  Ce- 
ty lpyr id in iumchlor id-Behandlung~2;  I n k u b a t i o n e n  mi t  
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