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Abstract-We have studied the behaviour of normal animal cells cultivated in 
vitro in the presence of Myleran for variable periods ranging from a few hours to 
18 days. The cytological modifications produced by this substance have already been 
described previously. The present report deals essentially with the study of DNA 
which we have carried out by means of quantitative cytophotometry of individual 
cells after Feufgen reaction as well as by histoautoradiography after the incorporation 
of tritiated thymidine. 

The Myleran profoundly modifies the metabolism of DNA. It provokes an increase 
of positive Fe&en material in the interkinetic nuclei. This effect becomes more 
and more marked with time: nuclei with tetraploid value are more frequent, octoploid 
and even hexadecaploid nuclei appear and become progressively more numerous. 
Nevertheless, it does not appear that the number of genoms increases, in spite of the 
possibility of eventual fragmentation, 

The frequency of mitosis is very low. Under the influence of Myleran there is 
thus a dissociation between the frequency of tetraploid values of DNA and that 
of the mitoses. In cultures having been treated for a sufficient time, the cytophoto- 
metric estimations of mitotic figures (two wavelength method) show that a certain 
proportion of mitoses: prophases, metaphases, etc., reach octoploid DNA values, 
contrary to what happens in the controls. Fibroblasts having this peculiarity are 
thus capable of undergoing mitosis and to compiete it. 

The histoautoradiographies clearly show that tritiated thymidine is incorporated 
by the nuclei even if the mitotic activity has been reduced. The level of this incorpora- 
tion is related to the increase of frequency of nuclei with high DNA content. The 
cells therefore remain able to synthesize DNA even after long action of Myleran. 

A hypothesis is proposed to explain the observed facts. According to this, the cell 
after each mitosis, synthesizes a fresh quantity of deoxyribonucleic acids to compen- 
sate for those which have been affected by the Myleran. It will then undertake the 
preprophase synthesis in readiness for the subsequent mitosis by doubling the 
quantity of DNA then present in the nucleus. In this way the amount of DNA in the 
nuclei will increase in time. 

In addition, under certain aspects, our experiments suggest that the synthesis of 
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DNA does not take place following classical concepts (i.e. from a “mode!“, by 
dup~ica~~~~ of &sting material) but fol~ow~~~ a different process, from a “plan”. 

IXXXJVERT par HADD~W et TIWVKS (1951, 1953f, Je Myleran ou I :4-d~rn~~b~~- 
s~fonoxybuta~e est un agent alkylant qui, on Ie sait, est consider& comme un 
poison de la mitose et est ulilise a ce titre en VW d”un traitement chimiotherapique 
de leuc~mies rny~~o~des chroniques. Les proprihths bioc~im~q~es et physic+ 
chimiques ainsi que Je mode d’action des agents alkytants biaiogiquemem actifs 
ont Cte discutes dans pJusi~urs revues (Ross, 1953; ALEXANDER, 1954; f958; B~ca 
et ALEXANDER, 1955; GALTON, 1956; BIESELE, 1958; etc.>. T~~~e~ois~ Ie m~anjsme 
bio~bim~qu~ de Jew action biofogique n’est pas connu avec certitude. De meme, 
les efTets du Myleran SW Je m~~abol~sme des acides d~soxyribonu~~~iques (ADN) 
dans la cetlule vivante out ete peu envisages, 

Dans une serie de recherches rkentes, nous avails &udiC ii ta fois par les tech- 
niques cytologiques, c~ochimiques et histoau~oradio~rap~~q~es, fe comportement 
de ceJ1uIes animales normales mises en prCsence de ~~leran. Now avons cult+& 
en goutte pendante et suivant nos t~ch~iqn~s ~abituelles, des fibroblastes et 
myoblastes, qui ont et& soumis & I’action du Myleran pendant des temps variables 
(que~ques heures B 18 jours). Cette substance a et6 utilisee seIon plusieurs modalites 
et, le plus sonve~~~ ajoude au milieu de culture B des co~centra~jo~s finales de 
1 x 1O-3 M a I x 30-J M. 

Nos observations cy~ologiques, portant sur des ceffules d’embryons de poulet, 
de souris ou d’embryons humains, ant Btd exposdes ailleurs (FREDERIC ef af., 1959; 
C~~~K~~~~T ef af., 1959; dans ce dernier article, se trouve no~amme~~ une biblio- 
graphie d~t~~~~e~; nous n’y re~ie~drolls pas ici, Ra~pelons sedement que fa 
croissance des cultures esr peu a&&e par le Myleran, mCme a forte dose, pendau~ 
les deux ou trois premiers jours, mais cette croissa~ce et l’activite mitotique sent 
ensuite for~eme~t inhibees, mCme avec des doses faibles lorsqu’on fait agir celles-ci 
pendant des temps longs. Now avons observe CgaIement que c’est au moment de Ja 
mitose que la cellule apparai~ atteinre par Je ~yleran; les lesions “se manif~s~ellt” 
a la prom~~ap~ase et. a la metaphase, mais ii est possible que la chromatine ait 
deja ett IesCe an~~ri~urement, pendant la synth&se pr~propbas~qu~ d’ADN 
et m&me dans ~‘~~ter~a~~e s&ant cette synth&e. D’importa~~es anomalies 
cbrom~somiq~~s peuvent alors s’observer. Quaud la ~el~u~e-~le r~tour~e & l’etat 
in~er~hasique, ehe pew presenter des lesions diverses; dans ces co~djtio~s, des 
anomalies s’observenl: chew des cellules in~er~in~~iques. 

iMODlFICATIUNS QUANTITATIVESCIESADNDANSLESCELLWLES 
CONSIDERfiESINZ)fVXgUELLEMENT 

Par les techniques cytophotometriques, nous avons mesure quantita~iveme~~ Ies 
ADN, tels qu’ils sont mis en evidence par la reaction cytochimique de Feulgen. Ces 
mesures ont port& sur des noyaux interphasiques et sur des figures mitotiques 
{~broblastes ~embryons de poulet). Nos observations montren~ que fe m&a- 
bolisme des ADN est profond~m~nt mod& sous l’effet du MyIeran. Eifes ant 
deja CtC d&rites ailteurs ~B~~~~E~AND et nl., 1959; ~~~~R~M~~T el al., 1959); 
mais nous en rap~llerons ici les points essentiels. 
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Noyaux ~nterp~~asiques 
Nous avons dose les ADN dans des cultures de trois types: n’ayant subi aucun 

repiquage, “entretenues” ou transplantees plusieurs fois. 
Cultures n’ayant subi aucun repiquage (voir histogrammes I et II). Nous avons 

port6 surtout notre attention sur des cultures BgCes de 70 hr et mises en presence 
de Myleran a la concentration finale de 1 x lO-3 M depuis l’explantation. Dans 
ces conditions, la largeur de la zone d’tmigration est inferieure dun tiers a celle 
des temoins correspondants. L’index mitotique est pratiquement le m&me dans les 
deux cas; il est d’ailleurs bas. Les cultures tbmoins sont en fin de croissance et si 
on y trouve encore quelques mitoses (S%,), ce sont Ies dernikes qui s’y produisent; 
il n’y a pratiquement plus de noyaux qui ont realise ou realisent une synthbse 
d’ADN preparatoire a la mitose (synthese pr~prophasique). Dans les cultures 
traitCes, par centre, pres du tiers des noyaux d’aspect intercinetique possedent une 
valeur dite tetraploide en ADN. Quant a la moyenne “diploide”, elle est sensible- 
ment la m&me dans les cellules traitees ou non (respectivement 5,l et 5,0 unites 
arbitraires). 

Cultures “entretenues” (voir histogrammes 111 et IV). Quand les cultures ont 
ttt “entretenues”, sans &tre repiquees, le pourcentage des valeurs “tetraploldes” 
d’ADN devient nettement plus eleve dans les cultures trait&es. Par exemple, apres 
7 jours en presence de Myleran 0,2 x 10e3M, il atteint 66:/, alors qu’il est de 16% 
dans les ttmoins correspondants; l’index mitotique est alors respectivement de 1 et 
de 5x0 ; la valeur diploide moyenne n’est pas modifiee (5,0 et 4,9 unites arbitraires). 

D’autres observations semblables demontrent que les effets de cet agent alkylant 
sont d’autant plus intenses que le temps d’action est plus long et la concentration 
plus Clevee. 

Cultures trnnsplantPes plusieurs fois (voir histogrammes V a VII). Des dosages 
cytophotometriques ont aussi ete faits sur des cultures appartenant a des souches 
et dgtesde 10 a 18 jours (concentrations de Myleran 0,2 x lO-3 M et 0,l x lO-3 M). 
Dans l’ensemble, ces recherches montrent que de nombreux noyaux interphasiques 
de cellules traittes sont devenus nettement plus riches en ADN; en effet, les valeurs 
“t&raploIdes” deviennent beaucoup plus frequentes (jusqu’8 60%) et on trouve 
en outre de nombreuses valeurs “octoploi’des” (par exemple 25-30%). Dans un 
cas, nous avons m&me observe des teneurs atteignant huit fois la valeur “diplo’ide” 
habituelle du noyau en repos intercin~tique (valeur “hexad~caplo~de”); cette 
valeur est tout a fait inhabituelle pour ce materiel cellulaire. 

Fait a souligner, la plupart des teneurs en ADN se repartissent en groupes 
principaux, dont les valeurs moyennes sont approximativement comme 2, 4 et 8 
ou meme 16. Entre ces groupes, il y a peu de valeurs intermkdiaires, ou mCme 
aucune. Ici encore, les effets sont d’autant plus marques que les cellules sont 
soumises a l’action du Myleran depuis des temps plus longs. 

Les resultats qui viennent d’etre rappelts ont &tC obtenus sur des noyaux ren- 
contrCs au hasard dans les cultures (LX. cit.). Mais, sous l’influence du Myleran, 
des noyaux acquikrent une taille nettement supkieure B la normale et si on dose les 
ADN dans ces noyaux de grande taille, on constate qu’ils ont le plus souvent une 
teneur ClevCe : “octonlo’ide”. 
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Dosages c~op~torn~~qu~ d‘ADN dans des noyaux 
En abscisses, les quantids d’ADN exprimees en unites arbitraires; en ordonnkes 
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HISTOGRAMMES I et II. Effets du Myleran I x foe3 M dans des cultures Igees de 70 heures et en 
presence de cette substance depuis le debut. A droite (II), cultures trait&es; a gauche (I), temoins 
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HISTCGRAMME~ III et IV. Effets du Myleran 0.2 x 10e3 M agissant pendant 7 jours. Cultures 
“entretenues”. A gauche, culture temoin; a droite, culture trait&e depuis l’explantation. 



ADN des fibroblastes traittis par fe Myleran 61 

?6 
Aim 

2 6 14 18 22 26 30 34 36 42 46 (I 

~I~~~RA~M~~ V B VII. Efkt du ~yIe~n dans des souches de ~brob~astes. En haut et & gauche(V), 
culture tCmoin qui a subi la r&action de Feulgen en m&me temps que lcs cultures utifisks pour bs 
histogrammes VI et VII mais qui n*a subi aucun repiquage et est iig& de 47 hr seuiement. En haut 
et B droite (VI), culture repiquke quatre fois en prtkence de Myleran 0,l x 1W5 M et &J& au 
total de 12 jours (f?ix& 2 jours aprks le dernjer passage). En bas (VII), cultures transplant&s 
quatre fois avec du My&ran 42 x 1 WSM et &&es acssi de 12 jours (fixation 48 fir aptis Ie dernier 
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D’un autre c&5, nous avons pro&de sur des ftgures ~totiques B des dosages 
cytuphotom~triques~ par la m&ode B deux longueurs d’onde. Nous avons air& 
constate qu’une certaine proportion de mitoses dans des cultures trait&es durant 
un temps suffisant, atteignent des valeurs “‘octoploi’des” en ADN, qu’it s’agisse de 
prophases, de metaphases, etc., contrairement B ce qui se passe chez les tdmoins. 
Des fibroblastes ayant cette particularite sont done capables d’entrer en mitose 
et de I’achever. Vraisemblablement, il n’y a pas d’accroissement reel du nombre de 
genomes {chromosomes) dans ce cas, si on ne tient pas compte dune fragmentation 
&fentuelle (foe. cit.). 

Nous venom done de voir que le ~yleran provoq~le d’~mportantes moderations 
qu~t~tatives des ADN dans le noyau. IL nous a paru interessant de verifier en 
outre le pouvoir de synthetiser des ADN que possedent encore Ies ccflufes aprb 
une action prolongee de cette substance. 

I?TUDE HISTOAUTQRADIOGRAPHIQUE APRkS 
INCORPORATION DE THYMIDINE TRITK@ 

C’est pourquoi deux d’entre nous ont CtudiC le metabolisme des ADN sous 
I’influence du Myleran chez le m&me materiel mais par ler techniques histoauto- 
radio~raphiques {CH~V~EMO~T et BAECKELAND, 1359). Dans ce but, de Ia thymidine 
tritiee, pr~~urseur quasi spkifiquc des AKIN, a Gt& ajout6e au milieu nutritif des 
cultures, B des ~o~~~~~ diff&ents et pendant des &r&s variables (3H-TDN de 
marque Schwarz, U.S.A.; concentration finale 0,s x IOp5 M; radioa~tjvit~ de 
0,028 me/ml), Comme on It: sait, Ia prdsence, en un endroit, de thymidine tritiee 
est r&v&ee par I’existence de grams d’argent ‘“dtvefoppCs” dans l’emulsion photo- 
graphique en regard de eet endroit. L’incorporation de thymidine, ehe-meme, 
signifie que de nouveaux ADN ont et& form&. Si des syntheses d’ADN se pro- 
duisent & plusieurs reprises dans une cellule et sa descendance en presence de 
thymidine marquee, celle-ci peut s’accumuler dans le noyau (effet cumulatif). 
Si au contraire cet isotope radioactif n’a et6 present que pendant une periode 
eourte (correspondant par exemple B la preparation complete a une premiere 
mitose et au d~rou~ement de celle-ci) et si la descendance de cette eellute entte 
plusieurs fois en mitose, fes noyaux de ces descendants seront beaucoup moms 
marqu&, B la suite de ‘ta “dilution”” des ADN marques par de nouveaux ADN non 
radioaotifs (voir au& les notes au bas des pp. 72, 74 des comptes rendus de cc 
colloque). 

Voici, essentielleme~t, fes resultats que IIOUS a fournis ~histoaut~radiographie, 
dans ees conditions. Pendant toute ia duree de ces experiences, qui atternt parfois 
13 joufs, il y a du Myleran dans le milieu nutritif des cultures (a la concentration 
de 0,28 x 1O.-3 M). 

La pren&re shrie d’expiriences comporte des cultures qui sont en contact 8 
la fois avec de la thymidine tritiee et du Myleran depuis J’explantation et pendant 
toute la duree de l’expkienee. Tous les 2 ou 3 jours, c’est-&dire avant chacune des 
transplantations successives, des cultures sont retirkes du lot et prCparCes pour 
histoautoradiographie, Aprb les 48 premieres heures (0 repiquage), les ~brob~astes 
~onstituant ia zone de eroissance et ~~rnigra~~on sont &omparab~es dans tes cultures 



FIGS. la et I b. ~istoautoradiographies de cultures &g&es de 5 jours, traitees par du Myleran en 
presence de thymidine tritiee depuis le debut. Les noyaux sont nettement marques; la disposition 
des grains d’argent traduit auk, en les “silhouettant”, les anomalies de forme de certains d’entre 
eux. Background faible, comme d’ailleurs dans les figures suivantes. Remarquer, dam la partie 
gauche de la Fig. 2, deux petits noyaux accessoires, a c&e du noyau principal; ils se trouvent tous 
trois dans une mZme cellule, dont les contours ne sont pas distincts ici. A droite de la m&me figure, 

autre anomalie nucltaire. (i’ 700). 
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FIG. Ic. Histoautoradiographie de cultures en presence du Myleran depuis le debut de I’experience, 
puis mises en outre en presence de thymidine tritiee pendant les six derniers jours. Duke totale de 
I’exptrience: 11 jours. Remarquer notamment les differences dans la taille des noyaux. ( .’ 313). 

FIGS. Id et le. Histoautoradiographie de deux fibroblastes dans une culture trait&e par du Myleran 
et en presence de thymidine -“H d&s le debut de I’experience, ceci pendant 5 jours, puis par du 
Myleran seul pendant 6 jours, jusqu’a la fixation (au total 11 jours). Noter le marquage assez 
faible des noyaux; ici, l’ADN marque qui a etC synthetise au debut a et+? “dild” par des ADN 
non marques, synthetises par la suite. La coloration histologique fait mieux ressortir la forme des 

cellules que dans les figures prtctdentes. ( ,’ 700). 
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

L’ensemble de nos experiences nous autorise ii proposer quelques hypotheses 
permettant d’expliquer les faits observes et concernant le metabolisme des ADN 
en presence du Myleran ainsi que la synthbe d’ADN en general. 

Tout se passe comme si les ADN subissaient, pour une cellule donnee, I’Cvolu- 
tion suivante. Lors d’une premiere mitose en presence du Myleran, les desoxy- 
ribonucltoproteines sont atteintes. Chacune des cellules-filles resultant de cette 
mitose possede B ce moment une quantitt diplolde d’ADN; ceux-ci &ant alter& 
la cellule en synthetiserait a nouveau une quantite iquivalente, mais normale. A 
ce stade, la cellule possede done dans son noyau une quantite de desoxyribonucleo- 
proteines correspondant B quatre ADN, et son cytoplasme, de meme que son 
noyau, tendent a augmenter de volume; son chondriome, notamment, tend lui 
aussi g s’accroitre. Quand cette cellule, devenue ainsi tetraplo’ide, effectue sa 
synthese preprophasique d’ADN preparatoire a une deuxibme mitose, elle syn- 
thetiserait quatre nouveaux ADN, devenant ainsi octoploi’de. 11 ne nous est toute- 
fois pas possible d’affirmer que de ces quatre nouveaux ADN tous sont qualitative- 
ment normaux ou seulement deux d’entre eux. Bien que cela ne soit pas demontre, 
nous serions plutcit enclins a admettre la premiere de ces possibilitb. 

Lors de cette deuxieme mitose, les huit ADN seraient tous modifies db les 
premieres phases; cette division une fois achevee, on aurait ainsi deux cellules-filles 
possedant chacune qua&e ADN alteres. Pendant I’intercinbe subdquente, chacune 
d’elles synth~tiserait h son tour quatre nouveaux ADN suivant le meme processus 
que celui suggere ci-dessus et deviendrait octoploIde avant mEme de commencer une 
Cventuelle synthese pr~prophasique ultcrieure. Si celle-ci se produisait, en prepara- 
tion a une troisieme mitose, la quantite d’ADN deviendrait alors hexadecaplojide; 
des valeurs de cet ordre ont ettc effectivement trouvtes dans nos dosages. 

Sous certains aspects, nos experiences suggerent done que la synthbse des ADN 
ne se ferait pas selon la conception classique, c’est-a-dire d’aprb “mod&e” par 
duplication de materiel existant, mais selon un autre processus, comme d“‘apres 
un plan”. Dans ce dernier processus, interviendrait peut-Ctre le chondriome. 

RESUMB 

Nous avons etudk5 le com~rtement de cellules animales normales cultivees 
in oitro en presence du Myleran pendant des temps variables (de quelques heures 
zi 18 jours). Les alterations cytologiques et l’inhibition de la croissance provoquees 
par cette substance ayant deja et6 exposees prbddemment, le present rapport 
concerne essentiellement l’ttude quantitative des ADN, que nous avons abordee par 
cytophotometrie de cellules individuelles aprh reaction de Feulgen ainsi que par 
histoautoradiographie apres incorporation de thymidine tritite. 

Le Myleran modifie profondement le mktabolisme des ADN; il provoque une 
augmentation de la quantite de materiel Feulgen positif dans les noyaux inter- 
cinetiques. Cet effet devient de plus en plus marque avec le temps: augmentation 
de la frequence des noyaux B valeur “tetraplo’ide”, apparition de noyaux a valeur 
octoploMe (voire mCme hexad~caplo~de), accroissement progressif de leur nombre, 
etc. 11 ne sembfe cependant pas qu’il y ait augmentation du nombre de genomes, 
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si on ne tient pas compte dune fragmentation Cventuelle. La frequence des mitoses 
est trb faible; il y a done, sous l’effet du Myleran, une dissociation entre la fre- 
quence des valeurs tCtraploIdes d’ADN et celle des mitoses. Des dosages cyto- 
photometriques (methode & deux longueurs d’onde) de figures mitotiques montrent 
qu’une certaine proportion de mitoses dans des cultures trait&es pendant un temps 
suffisant atteignent des valeurs octoploPdes CL’ADN, qu’il s’agisse de prophases, 
metaphases, etc., contrairement a ce qui se passe chez les temoins. Des fibroblastes 
ayant cette particularite sont done capables d’entrer en mitose et de l’achever. 

Les histoa~toradiographies mettent en evidence qu’une nette incorporation de 
th~midine tritiee se prod& dans les noyaux, m&me quand I’activitC mitotique est 
reduite. L’intensit~ de c&e incorporation est notamment en rapport avec l’augmen- 
tation de frtquence de la teneur individuelle en ADN chez un pourcentage &eve de 
noyaux. Les cellules possedent done encore le pouvoir de synthetiser des ADN, 
mCme aprb une action prolong&e du Myleran. 

Une hypothese est proposee, qui permet d’expliquer les faits observes. Selon 
cette hypothese, la cellule synthetiserait aprts chaque mitose une quantitt nouvelle 
d’acides desoxyribonucleiques en compensation de ceux qui auraient et& alter& par 
le Myleran; elle realiserait ensuite sa synthese preprophasique preparatoire a la 
mitose suivame, en doublant la quantite d’ADN presente alors dans le noyau. 
Ainsi, les ADN augmenteraient dans les noyaux au cows du temps. 

Sous certains aspects, en outre, nos experiences suggerent que la synthese des 
ADN ne se ferait pas selon la conception classique, c’est-a-dire d’aprts ‘“modele” 
par duplication de materiel existant, mais selon un autre processus, comme d’ “aprts 
un plan”. 
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DISCUSSION 

J. HUPPERT: Les cellules “anormales” peuvent-elks &tre cultivees ulterieurement 
si on enleve le Myleran? 

M. CH~VREMONT: Nous avons fait des experiences a ce sujet. Des cultures 
ont CtC cultivees pendant 12 jours en presence de Myleran, puis repiquees en 
milieu depourvu de cette substance. La croissance, qui Ctait devenue faible. 
reprend nettement dans la plupart des cas; ainsi, les effets du Myleran paraissent 
bien Ctre reversibles, tout au moins en ce qui concerne la croissance. I1 s’agit la 
d’experiences preliminaires et des recherches plus approfondies sont en tours. 

A. LOVELESS: Est.-ce que l’aspect des chromosomes dune cehule montrant une 
teneur en ADN t&s CIevCe est, du point de vue largeur, enti~rement normal? 

M. CHBVREMONT: Comme nous I’avons decrit en detail ailleurs (voir Buli. Acac3. 
M&Z Be/g., 1959), les chromosomes ont frequemment un aspect anormal dans des 
mitoses de fibroblastes trait& par le Myleran, consistant notamment en irregulari- 
t&s de diamttre sur leur longueur ; il est assez difficile, dans ces conditions, d’evaluer 
le “diametre moyen”. 11 ne semble cependant pas que ces chromosomes soient 
Cpaissis de man&e notable. Nous envisageons de reprendre cette question sur un 
autre materiel plus favorable a ce point de vue. 


