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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 .  
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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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T r i s - P u f f e r  niedr iger  Ionens tXrke  ta, m i t  0,1 N HC114, 
fe rner  m i t  Nukleasen ,  Tryps in ,  H y a l u r o n i d a s e  u n d  Neu-  
roamin idase .  Teile der  f ix ie r ten  Muske lp rXpara t ionen  
w u r d e n  zur  I n t e n s i v i e r u n g  der  A B - B i n d u n g  d u t c h  Pro-  
t e i n d e s a m i n i e r u n g  7,14, ~5 u n d  zur  P r i i fung  der  e l ek t ronen -  

o p t i s c h e n  A n w e n d b a r k e i t  dieser Me thode  zur  E rz i e lung  
eines v e r s t ~ r k t e n  C u - K o n t r a s t b i l d e s  einer  Desamin ie -  
r u n g  x6 un te rwor fen .  Teile al ler  MuskelprS.para t ionen 
w u r d e n  in i t  OsO 4 nach f ix i e r t  ~. N a c h  E p o n - E i n b e t t u n g  ~8 
w u r d e n  U l t r a d i i n n s c h n i t t e  u n k o n t r a s t i e r t  u n d  kon-  
t r a s t i e r t  (Pb -Ci t r a t  19, 2 % - U r a n y l a c e t a t ,  D o p p e l k o n t r a -  
s t ierung)  bei  60 u n d  80 K V  e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h  aus-  
gewer te t .  

Ergebnisse.  Nach  Fe -Co l lo idbehand lung  v o n  a ldehyd -  
f ix ie r ten  F i b r i l l e n f r a g m e n t e n  re laxier ter ,  g lycer in ie r t e r  
F l u g m u s k u l a t u r  f i nde t  m a n  im re inen  F e - K o n t r a s t b i l d  
pa r t iku l~ re  F e - A b l a g e r u n g e n  pr inzipie l l  in al len Quer-  
s t r e i fenzonen  der  F lugmuske l s a rkomere ,  j edoch  in u n t e r -  
schiedl icher  Ve r t e i l ungsd i ch t e  (Figur  1, a). Sehr  d i c h t  
s ind die F e - P a r t i k e l  in den  I - B ~ n d e r n  lokal i s ier t ;  in d en  
an  die Z-St re i fen  a n g r e n z e n d e n  I - B a n d z o n e n ,  also im 
Bere ich  der  I n s e r t i o n  der  (~C~-Filamente u n d  der  A k t i n -  
f i l amen te  in der  Z-Scheibe,  s ind sie h~uf ig  zu k o m p a k t e n  
Aggrega t en  m i t  e inem D u r c h m e s s e r  y o n  e twa  120-200 
v e r d i c h t e t  (Figur  2, a). Viel weniger  d i ch t  u n d  fas t  ho-  
mogen  in fe iner  F o r m  sind die Pa r t i ke l  (Durchmesse r  
e twa  15-30 A_) in den  A-BS.ndern, z u m  Tell  m i t  e iner  
s c h w a c h e n  V e r d i c h t u n g s z o n e  im Bere ich  der  h / M - R e g i o n  
anzu t re f fen .  Die Z-St re i fen  e rsche inen  bei schwXcherer  
Vergr6sse rung  e l e k t r o n e n o p t i s c h  leer, bei  stS.rkerer Ver-  
gr6sserung s ind in diesen F e i n p a r t i k e l n  in r e l a t iv  ger inger  
Dich te  iden t i f i z i e rba r  (Figur  2, a). Die S c h n i t t n a c h k o n -  
t r a s t i e r u n g  m i t  U r a n y l a c e t a t  b ew i rk t  bei e twa  gleich- 
b l e ibende r  Pa r t i k e l d i ch t e  u n d  schwacher  A n k o n t r a s t i e -  
r ung  der  Z-St re i fen  n u r  eine geringfiigige K o n t r a s t i n t e n -  
s ivierung.  E ine  S c h n i t t k o n t r a s t i e r u n g  m i t  Ble ic i t ra t ,  
ebenso in ge r ingerem U m f a n g  die OsO4-Nachf ix ierung,  
f i ihren  u n t e r  Dar s t e l lung  des i ib l ichen K o n t r a s t b i l d e s  de r  
g lycer in ie r ten  F l u g m u s k e l s a r k o m e r e  zu einer  e rheb l i chen  
V e r m i n d e r u n g  der  F e i n p a r t i k e l z a h l  bzw. -d ich te  (Figur  2, 
b). 

Die B e h a n d I u n g  m i t  A l c i a n b l a u - 8 G X  l iefer t  sowohl  in  
K o m b i n a t i o n  m i t  als auch  anschl iessend an  Aldehyd-  
f ix ie rung e l e k t r o n e n o p t i s c h  ein schwaches,  fas t  h o m o -  
genes C u - K o n t r a s t b i l d  der  F lugmuske l sa rkomere ,  in d e m  

Fig. 1. Sarkomerenausschnitte von langglycerinierter Locusta- 
Flugmuskulatur (Fibrillenfragmentpr~paration;20000• a) naeh 
Ammoniumferriglycerat-Behandlung; b) nach Desaminierung, A1- 
cianblau 8GX-Behandlung und Pb-Schnittkontrastierung. 
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Fig. 2. I/Z/I-Sarkomerenregionen von langglycerinierter Flugmuskulatur(56000 • ) : a) nach Ammoniumferriglycerat-Behandlung; b) wie a), 
mit OsO~-Naehfixierung; c) nach Methylierung, Ammoniunlferriglycerat und OsO4-Nachfixierung; d) nach kolnbinierter Formolfixierung 
mit Alcianblauzusatz; e) nach Formolfixierung, Desaininierung, Aleianblau-Behandlung und kurzer Pb-Schnittkontrastierung; f) Struktur- 
kontrolle-Fibrillenfragmentprfiparation (ohne Fe- oder Cu-Behandlung), OsO4-Nachfixierung und Pb-Schnittkontrastierung. 
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ausser  e iner  I - B a n d v e r d i c h t u n g s z o n e  k a u m  S t r u k t u r -  
e inze lhe i t en  e r k e n n b a r  s ind (Figur  2, d). Die Gr i inde  hier-  
zu s ind n e b e n  dem ger ingen  E l e k t r o n e n s t r e u v e r m 6 g e n  
des Kupfe r s  o f fenbar  eine r e l a t i v  geringe A B - B i n d u n g  im 
r e a k t i v e n  S t r u k t u r m a t e r i a l  infolge s te r i scher  Anlage-  
r u n g s b e h i n d e r u n g  der  grossen C u - P h t h a l o c y a n i n m o l e -  
kfile d u t c h  P r o t e i n a m i n o g r u p p e n ,  wie sie i i ch tmikrosko-  
p isch  im Fal le  ande r e r  Gewebe fes tges te l l t  wurdeY, 12. 
E ine  auf  die A ldehyd f i x i e r ung  folgende D e s a m i n i e r u n g  
b e w i r k t  nf .mlich a u c h  bei  der  g lycer in ie r t en  F lugmuske! -  
f ibri l le  eine vers t f . rk te  A B - B i n d u n g  u n d  somi t  e lekt ro-  
n e n o p t i s c h  sowohl  eine I n t e n s i v i e r u n g  als a u c h  eine s t~r-  
kere  Di f fe renz ie rung  des C u - K o n t r a s t b i l d e s  15. E ine  deu t -  
l ich vers t f . rk te  A B - B i n d u n g  t r i t t  in den  I-B~Lndern u n d  
in der  h / M - R e g i o n  n a c h  e iner  Desamin ie rungsze i t  yon  
2 bis  3 h bei  20 ~ bzw. yon  18 bis  20 h bei  2 ~ ein. Die Blei- 
c i t r a t - S c h n i t t k o n t r a s t i e r u n g  verstf~rkt  dieses e l ek t ronen-  
op t i sche  Bi ld  der  Cu-Ver te i lung,  wobei  n a c h  e infacher  
Fo rmol f ix i e rung  eine AbschwXchung  des Z - B a n d k o n t r a -  
s tes in  Abh/~ngigkei t  yon  der  K o n t r a s t i e r z e i t  infolge yon  
M a t e r i a l e x t r a k t i o n  d u t c h  das  a lkal ische K o n t r a s t i e r -  
m e d i u m  e i n t r i t t  (F iguren  1, b u n d  2, e). Das  a lc ianophi le  
S t r u k t u r m a t e r i a l  s e t z t  a m  Z-St re i fen  an  u n d  e r s t r eck t  
s ich f iber das  I - B a n d .  N a c h  D e s a m i n i e r u n g  s ind Aus-  

l~Lufer bis in  den  Anfangsbe re i ch  des b e n a c h b a r t e n  A- 
B a n d e s  e r k e n n b a r  (Figur 2, d u n d  e). Die U r a n y l a c e t a t -  
S c h n i t t k o n t r a s t i e r u n g ,  ebenso  die OsO4-Nachf ix ierung,  
e rgeben  das  K o n t r a s t b i l d  der  g lyce r in ie r t en  F lugmuske l -  
s a rkomere  u n t e r  Dar s t e l lung  der  le ich t  gequol lenen  Fi la -  
m e n t e  u n d  der  Z-Stre i fen.  

D u r c h  M e t h y l i e r u n g  werden  beide Me ta l l b indungs -  
r e a k t i o n e n  in den  I- u n d  A - B ~ n d e r n  l icht -  und  e lekt ro-  
nen ln ik roskop i sch  vf l l ig  eliminier~, wg~hrend in den  Z- 
St re i fen  der  pos i t ive  Ausfal l  der  Fe-Col lo idreak t ion  im 
F e - K o n t r a s t b i l d  zwar a b g e s c h w ~ c h t  wird,  aber  se lbs t  bei  
langer  M e t h y l i e r u n g s d a u e r  e r h a l t e n  b l e ib t  u n d  d u r c h  
OsO4-Nachf ix ie rung  sogar  vers t f . rk t  e r sche in t  (Figur  2, 
c). Die C e t y l p y r i d i n i u m c h l o r i d - B e h a n d l u n g  b lock ie r t  die 
A B - B i n d u n g  in al len S a r k o m e r e n z o n e n  fas t  v6Iiig. Da-  
gegen f i ihren  I n k u b a t i o n e n  m i t  h y p o t o n i s c h e m  Tris- 
Puffer ,  n i t  0,1 N HC1 oder  h y d r o l y t i s c h e n  E n z y m e n  zu 
ke iner  e indeu t igen  A b n a h m e  der  M e t a l l b i n d u n g e n ;  der  
par t ie l le  t r y p t i s c h e  A b b a u  l iefert  ein AB-  und  Fe-Col- 
lo id-posi t ives  Muske l f r agmen tge r t i s t  u n d  die ex tens ive  
T r y p s i n i e r u n g  ein ungeordne tes ,  das  gleiche Meta l lb in -  
d u n g s v e r m 6 g e n  zeigendes Netzwerk ,  b e s t e h e n d  aus  e iner  
m a t r i x a r t i g e n  Masse, in  welche  die Mi tochondr i ens t r~nge  
e inge lager t  sind. 

Chemica l  Modif icat ion of Genetic D a m a g e  f r o m  Cont inuous  Irradiat ion in Mice 

A. K. BAJRAKOVA, T. PANTEV, I. T. NIKOLOV a n d  I. M. RU~OVA 

Imti tute o/l~adiobiology and Radiation Hygiene, P.O. Box 673, So/ia (Bulgaria), 6 August 7975. 

Summary. I t  has  been  d e m o n s t r a t e d  t h a t  A d e t u r o n  (S -2 -aminoe thy l - i so - th iu ron ium adenos ine  t r i phospha te )  showed  
a m a r k e d  p ro t ec t i ve  effect  aga i n s t  t r ans loca t ions  i n d u c t i o n  in mice  germ ceils a f te r  chronic  y-or neu t ron - i r r ad i a t i on .  

S tudies  of t he  a n t i r a d i a t i o n  p o t e n t i a l  of A d e t u r o n  (S-2- 
a m i n o e t h y l - i s o - t h i u r o n i u m  adenos ine  t r i phospha t e )  h a v e  
shown  th i s  c o m p o u n d  to be h i g h l y  effect ive in t e r m s  of 
i n t eg ra l  measures  of r a d i a t i o n  d a m a g e  ~-a. As i t  was f u r t h e r  
found  t h a t  th i s  c o m p o u n d  is c lear ly  able  to  p r o t ec t  ge rm 
cell h e r i t a b l e  s t r u c t u r e s  in  t h e  case o~ acu te  r a d i a t i o n  
exposures  ~, and  to h a v e  low t o x i c i t y  w h e n  g iven  da i ly  for 
a 3-week per iod  (unpub l i shed  da ta) ,  we were led to e x t e n d  
t h i s  l ine of i nqu i ry  to  c o n t i n u o u s  i r rad ia t ion .  

I n  t he  p re sen t  work  spe rma togon ia I  i r r ad i a t i on  effects  
were assessed cyto logica l ly  b y  d e t e r m i n i n g  c h r o m o s o m e  
t r a n s l o c a t i o n  ra t e s  in  p r i m a r y  s p e r m a t o c y t e s  - a t e s t  of 
h igh  s ignif icance in s tud ing  r a d i a t i o n  response  of pre-  
meiot ic  ge rm cell stages.  

Materials and methods. Male H mice aged 3.5 m o n t h s  
were g iven  c o n t i n u o u s  exposure  to  a 900- tad  m e a n  t o t a l  
dose of 226Ra y-rays a t  t .0  • 0.2 r ad /h .  C57BL males  of t he  
same  age were exposed  to a p l u t o n i u m - b e r y l l i u m  source 
of 4.1 MeV n e u t r o n s  a t  a r a t e  of 0.08 • 0.02 r ad /h ,  
rece iv ing  a m e a n  t o t a l  dose of 30 rad.  Ha l f  t he  an ima l s  in 
each  i r r ad i a t i on  group  were in jec ted  i.p. w i t h  da i ly  Ade-  
t u r o n  doses of 300 m g / k g  b o d y  wt .  in  0.5 m l  aqueous  solu- 
t ions .  

Th ree  m o n t h s  fol lowing i r rad ia t ion ,  t he  an ima l s  were 
ki l led to  p repa re  t es t i s  slides b y  t he  m e t h o d  of EvANs e t  
al. 5. F r o m  each  an imal ,  200-300 d i ak ines i s -me taphase - I  
p r i m a r y  s p e r m a t o c y t e s  were examined .  A t  th i s  s tage  of 
spermatogenes i s ,  20 b i v a l e n t s  are n o r m a l l y  formed.  Chro-  
m o s o m e  t r ans loca t i ons  ( symmet r i ca l  in te rchanges)  are 
m a n i f e s t  as r ing  (R) or cha in  (C) mu l t i va l en t s .  

Results. The  Table  shows the  resu l t s  of cy togene t i c  
ana lys i s  in p r i m a r y  s p e r m a t o c y t e s  f rom mice g iven  chro-  
nic y-rays  or neu t rons ,  w i t h  or w i t h o u t  dai ly  A d e t u r o n  
admin i s t r a t i on .  8 -month-o ld  u n t r e a t e d  cont ro l s  showed no 
c h r o m o s o m e  t rans loca t ions .  Chronic  900-rad y-rays  pro-  
duced t rans loca t ions ,  a m o u n t i n g ,  as scored in p r i m a r y  
spe rma tocy te s ,  to  1.35%. The  anomal ie s  observed  were 
exclus ive ly  q u a d r i v a l e n t  r ings  and  chains ,  in 1 :2  ra t io .  
W i t h  da i ly  A d e t u r o n  admin i s t r a t i on ,  r ecovery  of t r a n s -  
loca ted  cells fell to  0 .60% (0.01 < p < 0.02). 

For  30 r ad  chronic  n e u t r o n  exposure ,  t h e  t r an s loca t ed  
cell f r equency  observed  was 1.17%. A d e t u r o n  t r e a t m e n t  
r educed  t h i s  genet ic  d a m a g e  to  0.32~o (p ~ 0.005). I n  
th i s  case also, t he  on ly  forms  of t r ans loca t i on  obse rved  
were r ing  and  cha in  quad r iva l en t s .  

Discussion. I t  is well k n o w n  t h a t  a d e t e r m i n i n g  fac to r  
in mod i fy ing  genet ic  response  to a pa r t i cu l a r  r a d i a t i o n  
dose is t he  t i m e  d i s t r i bu t i on  of th i s  dose. Studies  of t h i s  
po in t  h a v e  c lear ly  shown the  a m o u n t s  of ch romosome  
t r ans loca t i ons  to  d imin i sh  w i t h  decrease  in y_6, ~ or X - r a y  ~ 
dose ra tes .  Our  f igure of 1 .35% for t r a n s l o c a t e d  cell yield 
also ind ica t ed  low dose - r a t e - i r r ad i a t i on  to  be  qu i te  in-  
eff ic ient  in p roduc ing  t rans loca t ions .  This  effect has  m o s t l y  
been  re l a t ed  to the  poss ib i l i ty  of r epa i r  of p r e m u t a t i o n a l  
changes  in chromosomes ,  w i t h  a r e su l t ing  reduc t ion  in t h e  
l ikel ihood of i n t e r change  occurence,  t h o u g h  o ther  fac tors  
also seem to be  invo lved  6, 9. 

I t  h a s  l a t e ly  been  shown  t h a t  acu te  genet ic  d a m a g e  m a y  
be ef fec t ive ly  reduced  b y  r a d i o p r o t e c t i v e  compounds ,  
appl ied  singly4,16,11 or in mixtures12,13. I n  the  case of 
p ro longed  exposures ,  however ,  even  es tab l i shed  an t i r a -  


