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of I, t h e  gu inea-p igs  show n e i t h e r  a l eucopen ia  no r  a 
we igh t  loss a n d  t h e y  all  surv ive .  Lower  doses of T H F A  do 
n o t  comple t e ly  p r e v e n t  b u t  on ly  r educe  b o n e  m a r r o w  
depress ion,  we igh t  loss a n d  l e tha l i ty .  A r e d u c t i o n  of t h e  
l eucopen ia  is st i l l  ach ieved ,  b u t  to  a lesser ex t en t ,  w h e n  
T H F A  is i n j ec t ed  on ly  8 h a f t e r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  of I. I f  
i n s t e ad  of T H F A  t h e  o r d i n a r y  folic acid is used in doses of 
u p  to  30 m g / k g  dai ly ,  t h e  effect  of I was  n o t  a n t a g o n i z e d  
a t  all. 

I n  e x p e r i m e n t s  in  v i t ro  a n d  in v ivo  t h e  i n h i b i t i o n  of 
d i h y d r o f o l a t e  r educ t a se  a c t i v i t y  was  d e m o n s t r a t e d  b y  
BURKARD e. T h e  d i h y d r o f o l a t e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  of 
gu inea -p ig  l iver  is m a r k e d l y  inh ib i t ed .  Th i s  co r re sponds  to  
t h e  s e n s i t i v i t y  of t he  gu inea -p ig ' s  hema topo ie s i s  to  I. On  
t h e  o t h e r  h a n d  t h e  d i h y d r o f o l a t e  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  of r a t  
l iver  is n o t  i nh ib i t ed ,  w h i c h  para l le ls  t h e  f ac t  t h a t  t h e  r a t ' s  
h e m a t o p o i e s i s  is n o t  sens i t ive  to  I. 

I t  is k n o w n  7 t h a t  t h e  a n t i m a l a r i a l  b i g u a n i d e s  are  
m e t a b o l i z e d  to  t h e  c o r r e s p o n d i n g  4 , 6 - d i a m i n o - l , 2 - d i -  
hydro- s - t r i az ines ,  w h i c h  are  cons ide red  to  be  t h e  a c t i v e  
m e t a b o l i t e s  a g a i n s t  p l a smod ia .  I t  was  f i rs t  t h o u g h t  t h a t  
those  species sens i t ive  to  I would  m e t a b o l i z e  I to  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  d i a m i n o d i h y d r o t r i a z i n e  w h i c h  is k n o w n  to  
be  a folic acid a n t a g o n i s t  a n d  to  possess  some a n t i t u m o u r  
p rope r t i e s  s, whe reas  t h e  o t h e r  species r e s i s t a n t  to  I wou ld  
n o t  m e t a b o l i z e  I in  t h i s  way.  

I n  s t u d y i n g  t h e  m e t a b o l i s m  of I in  d i f f e ren t  species 
ESCHENHOF 9 was able  to  show t h a t  t h e r e  is no  pa ra l l e l i sm 
b e t w e e n  t h e  m e t a b o l i s m  of I to  1 - (3 ,4 -d ich lo ropheny l ) -  
2, 2 - d i m e t h y l - 4 ,  6 -d iamino-1 ,  2 - d i h y d r o - s - t r i a z i n e  a n d  t h e  
l eucopen ia  or a n t i t u m o u r  effect.  T h u s  i t  m a y  be  supposed  
t h a t  t h e  species d e p e n d e n c e  of t h i s  folic acid a n t a g o n i s t  is 
due  n o t  to  a d i f f e ren t  m e t a b o l i s m  b u t  to  a v a r y i n g  sensi-  
t i v i t y  of t h e  d i f f e ren t  d i h y d r o f o l a t e  r educ t a se s  to  I. 

Boron compounds. I n  o rde r  to  o b t a i n  a more  se lec t ive  
c y t o t o x i c  effect  SPIEGELBERG a n d  RAMUZ 1° s yn t he s i zed  
a series of b o r o n  c o m p o u n d s  of I, as SOLOWAY 11 h a d  
d e m o n s t r a t e d  a c e r t a i n  a f f in i ty  of bor ic  acid a n d  r e l a t ed  
c o m p o u n d s  to  t u m o u r s .  T he  m a j o r i t y  of these  c o m p o u n d s  
showed,  if g iven  ora l ly  or  i.p., a s imi la r  species d e p e n d e n t  
effect  on  t h e  hematopo ies i s .  T h e  bor ic  acid de r iva t ive ,  
4 (or 2 ) - [4 - (3 ,4 -Dich loroan i l ino) -6- ( i sopropylamino-1 ,  3, 5, 

2 - t r i a zabo r in -  2 (5 H) -:71]-1- (3, 4 -d ich lo ropheny l )  -5- isopro-  
p y l b i g n a n i d e ,  for  example ,  i nduces  a l eucopen ia  s imi la r  
to  t h a t  of I a n d  t h i s  effect  is also a n t a g o n i z e d  b y  T H F A .  

Zusammenfassung. 1-(3, 4 -Dich lo rpheny l ) -5 - i sopropy l -  
b i g u a n i d  (I) b e s i t z t  c y t o s t a t i s c h e  E igenscha f t en ,  die spe- 
z iesabhXngig sind.  I f ib t  e ine s t a r k  depress ive  W i r k u n g  auf  
die HAmatopoese  v o n  Meerschweinchen ,  K a t z e  u n d  M e n s c h  
aus,  wAhrend das  K n o c h e n m a r k  y o n  Maus,  R a t t e ,  K a n i n -  
chen  u n d  H u n d  n i c h t  bee in f lus s t  wird.  T r a n s p l a n t a b l e  
T u m o r e n  v o n  Maus  u n d  R a t t e  w e r d e n  in i h r e m  W a c h s -  
t u rn  n i c h t  g e h e m m t .  H i n g e g e n  l iessen s ich b e i m  M e n s c h e n  
o b j e k t i v e  Regre s s ionen  e iniger  T u m o r a r t e n  b e o b a c h t e n .  
Die  W i r k u n g  au f  die M e e r s c h w e i n c h e n l e u k o p e n i e  k a n n  
d u r c h  F o r m y l t e t r a h y d r o f o l s i i u r e  a u f g e h o b e n  werden .  I 
h e m m t  die D i h y d r o f o l a t r e d u k t a s e  de r  au f  I e m p f i n d l i c h e n  
Spezies Meerschweinchen ,  n i c h t  a b e r  das  e n t s p r e c h e n d e  
F e r m e n t  de r  au f  I r e s i s t e n t e n  Spezies  R a t t e .  Der  Fols~ture- 
a n t a g o n i s m u s  i s t  speziesabh~tngig,  was  au f  e ine ve rsch ie -  
dene  E m p f i n d l i c h k e i t  de r  D i h y d r o f o l a t r e d u k t a s e n  u n d  
n i c h t  au f  e inen  v e r s c h i e d e n e n  M e t a b o l i s m u s  zur i ickzu-  
f i ih ren  sein dfirf te.  B o r v e r b i n d u n g e n  y o n  I bes i t zen  ~thn- 
l iche c y t o s t a t i s c h e  E igenscha f t en .  
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Sur le comportement  d'art~res <~temporatres ~ de l 'embryon de poulet  explant6es in vitro x 

D a n s  des no tes  p r6c6den tes  publ i6es  d a n s  ce t t e  r e v u e  2-4, 
nous  a v o n s  c o m m u n i q u 6  les r6 su l t a t s  d ' exp6r i ences  por-  
t a n t  sur  u n  c e r t a i n  n o m b r e  d ' a r t~ r e s  d ' e m b r y o n  de  
pou le t  cu l t iv6es  in  v i t r o  selon la m 6 t h o d e  de  WOLFF. On  
a 6 tudi6  le c o m p o r t e m e n t  d ' a r t~ r e s  61astiques, d ' a r t~ r e s  
muscu la i r e s  e t  auss i  d ' u n e  a t t i r e  - l ' a o r t e  - p r 6 s e n t a n t  
u n e  s t r u c t u r e  61astique d a n s  sa p a r t i e  crAniale e t  une  
morpho log ie  m u s c u l a i r e  d a n s  son  s e g m e n t  caudal .  Les  
donn6es  fourn ies  p a r  les cu l tu re s  de  l ' ao r t e  nous  o n t  con-  
f i rm6 ce q u ' o n  a v a i t  d6j~ observ6  a u p a r a v a n t  sur  les 
a r t~res  61astiques e t  muscula i res ,  6 tudi6es  s6pa r6men t .  

I1 nous  a p a r u  i n t 6 r e s s a n t  de  cons id6rer  encore  ce r t a ines  
a t t i r e s  , t empora i r e sg ,  d o n t  la  dur6e  de vie  es t  l imi t6e  
la  p6r iode  e m b r y o n n a i r e  du  p o u l e t  e t  qui  v o n t  d i s p a r a t t r e  
au  m o m e n t  de  l '6c los ion:  les a t t i r e s  du  sac v i t e l l in  e t  de  
la m e m b r a n e ' c h o r i o - a l l a n t o i d i e n n e .  Les  p remie res  s o n t  
les v6 r i t ab l e s  , c a n a u x  nourriciers,~ des t in6s  k p r e n d r e  la  
n o u r r i t u r e  du  j a u n e  e t  k la v6hiculer ,  p a r  l ' i n t e r m 6 d i a i r e  
des veines,  vers  l ' e m b r y o n .  Les  secondes ,  log6es d a n s  la  
m e m b r a n e  h o m o n y m e ,  r6a l i sen t  p a r  l ' i n t e r m 6 d i a i r e  de la  
coqui l le  les 6changes  gazeux  e n t r e  l ' e m b r y o n  e t  l ' ex t6r ieur .  

On  a 6 tudi6  la  gen~se de  ces v a i s s e a u x  t e m p o r a i r e s  sur  
des  e m b r y o n s  du  5e au  20e jour .  L a  morpho log ie  au  t o u r s  
du  d 6 v e l o p p e m e n t  es t  ~ peu  pros  s u p e r p o s a b l e  d a n s  les 
2 sor tes  d ' a r t ~ r e s ;  la  desc r ip t ion  que  nous  en  d o n n o n s  es t  
doric va lab le ,  ~ que lques  d i f f6rences  pros,  p o u r  les va is -  
s eaux  v i te l l ins  e t  chor ioa l l an to id iens .  Au  5e jour ,  les 
a t t i r e s  s o n t  form6es  p a r  une  l a m e  endoth61ia le  a u t o u r  de  
laquel le  se d i sposen t  que lques  couches  m 6 s e n c h y m a t i q u e s .  
Ces derni~res  se d i f f6 renc ien t  d6jk  au  6e j o u r  e t  la  mor -  
phologie  des  cellules rappeUe les myob la s t e s .  On  d i s t i ngue  
f ac i l emen t  ~ ce t  age les a r t~res  des ve ines ;  a u t o u r  des  
premieres ,  les cellules m 6 s e n c h y m a t i q u e s  son t  p lus  a b o n -  
d a n t e s  e t  en  p h a s e  p lus  avanc6e  de d i f f6renc ia t ion .  Ce t te  

1 Ces recherches ont b6n6fici~ d'un subside du Fonds National Suisse 
de la Recherche scientifique et de la Fondation E. Barell de la 
Maison Hoffmann-La Roche SA, BMe. 

2 G. CONTI, B. CAPPELLI et J. P. MusY, Experientia 2d, 591 (1968). 
3 G. CONTX, B. CAPPELLI et J. P. MusY, Experientia 24, 710 (1968). 
4 G. COATI et B. CAPPELLI, Experientia 24, 825 (1968). 



15. 10. 1968 Specialia 1051 

difference entre a t t i res  et veines va s 'accentuer par la 
suite (7e-8e jour), et les myoblastes art6riels prennent  peu 
t~ peu l 'aspect des cellules musculaires. Cette morphologie 
varie peu dans tes jours qui suivent, seule la quantit6 des 
diff6rents composants morphologiques augmente. La mor- 
phologie d6finitive de la paroi art6rielle est acquise vers 
le 10e jour;  h ce moment,  toutefois, la musculature est 
plus abondante dans les art~res chorio-altantoidiennes que 
dans les art~res vitellines. L'explication tonctionnelle la 
plus plausible de ce fait nous parait  la suivante: les vais- 
seaux vitellins sont situ6s relat ivement pros du coeur, et 

leur niveau l ' impulsion cardiaque agit encore assez in- 
tens6ment; les vaisseaux chorio-allantoidiens, situ6s beau- 
coup plus distalement, se t rouvent  dans des conditions 
exactement  contraires. Une autre cause pouvant  nous ex- 
pliquer la richesse majeure en musculature des a t t i res  
chorio-allantoidiennes, pourrait  ~tre la suivante:  les 
art~res vitellines font directement suite t~ l 'art~re m6sen- 
t6rique, caract6ris~e par l'6paisseur notable de sa tunique 
musculaire Iorm6e par 2 couches concentriques, interne 
circulaire et externe longitudinale. L 'act ivi t6 contractile 
intense de la m6sent6rique favorise sans doute la progres- 
sion du sang au niveau des vaisseaux vitellins. Les art~res 
chorio-allanto'idiennes par contre font suite h l 'aorte 
terminale qui, dans sa partie route distale, comporte tr~s 
peu d'~16ments musculaires; d 'oh la n6cessit~ que les 
a t t i res  chorio-allantoidiennes poss~dent dans leur paroi 
un dispositif mnsculaire de propulsion assez important.  

Les 616ments musculaires des vaisseaux temporaires se 
caract6risent par une morphologie particuli~re: m~me au 
10e-11e jour, lorsque la paroi art6rielle a at teint  le 
maximum de son d~veloppement, ils ne pr6sentent pas 
les caract~res de v6ritables cellules musculaires, telles 
qu 'on les voi t  habituellement dans les autres a t t i res  de 
l 'embryon de poulet;  un certain aspect 6pith61ioide per- 
siste toujours. D6j~ ~ part ir  du 13e jour, se manifestent 
des signes morphologiques qui t6moignent de l ' involution 
ult6rieure de ces at t i res .  Dans les jours qni suivent, les 
signes d ' involut ion s 'accentuent pour atteindre un degr6 
6Iev~ vers le 16e jour. A c e  moment  du d6veloppement, 
la tunique moyenne se divise en 2 couches: l 'une plus 
interne, mince et adoss6e t~ la lame endoth61iale, plus ou 
moins encore musculaire; l 'autre  plus externe, 3 lois plus 
6paisse, se d~diff6rencie, les cellules muscnlaires repren- 
nent  enti~rement l 'aspect ~pith61ioide originel, et au sein 
de leur cytoplasme, on voit  parfois appara/tre quelques 
vacuoles lipidiques. Ce n'est  qu 'au cours du 18e-19e jour 
que les signes d ' involution at teignent  leur maximum. Un 
peu de musculature persiste ou peut persister encore, 
autour  de l'endoth61ium, mais la presque totalit6 de la 
paroi est form6e par du tissu collag~ne, au sein duquel les 
cellules sont pauvres, tr~s fortement  d6diff6renci6es, leur 
cytoplasme pr6sentant souvent  un aspect pulv6rulent. 
Parall~lement ~ ces ph6nom~nes d 'a t rophie musculaire et 
de d6cliff6renciation de la paroi art~rielle, nons avons 
eonstat6 dans la paroi des veines chorio-allantoidiennes 
des ph6nom~nes contraires, Ces veines qui, jusqu'~ l'~ge 
de 15 jours environ, sont form~es par une simple lame 
endoth61iale environn~e d 'un peu de tissu coujonctif, 
subissent des remaniements profonds et s 'enrichissent en 
musculature;  dans quelques cas m~me, la paroi veineuse 
paratt  ~tre plus musculeuse quelaparoi  art~rielle. Ces trans- 
formations n 'ont  rien d '6tonnant et montrent  une fois de 
plus l 'extr~me mali6abilit6 du systgme muscnlaire vascu- 
laire qui s 'adapte aux diff~rentes conditions h6modyna- 
miques:  la musculature de la paroi art~rielle va  peu k 
peu disparaitre, la destin6e d6finitive du vaisseau est 
ainsi marquee;  dans la paroi veineuse, un nouveau dis- 
positif de propulsion s'organise pour faire face aux besoins 
accrus de la progression sanguine. 

On a explant6, selon la technique habituelle, les artSres 
vitellines et chorio-allantoidiennes, pr61ev6es sur des 
embryons d'Age different, du 6e au I8e jour d' incubation. 
La p6riode de culture s'6tend de 24 h 5~ 8 jours. Dans 
l 'ensemble, la culture de ces vaisseaux ne nous a pas 
apport6 de r6sultats int6ressants. Les art~res pr61ev6es sur 
des embryons de 6 A 9 jours, ne r6v~lent aucune capacit(~ 
de survie; seule la lame endoth61iale persiste et parfois 
elle ne se pr6sente pas en bon 6tat de conservation. Les 
tissus p6riendoth61iaux se d6diff6rencient toujours, sou- 
vent  ils pr6sentent des signes marqu6s de d6g~n6rescence 
lipidique, parfois m~me de n~crose. Les a t t i res  pr61ev6es 
sur des embryons en Age plus avanc6 pr6sentent dans 
l 'ensemble le m~me comportement:  la d6diff6renciation 
des cellules conjonctives est toujours marqu6e et les 
61*ments musculaires prennent  peu A peu un aspect 
m6senchymatique j uv6nil. Autour de la lame endoth61iale, 
s'organise un tissu conjonctif plus ou moins dense au sein 
duquel route trace d'616ments musculaires a enti~rement 
disparu. 

En  r6sum6, on peut  dire que les art~res explant6es 
pr6sentent, tr~s concentr6s dans le temps, les m~mes ph6- 
nom~ues d 'atrophie et d ' involution que ceux observ6s 
dans un temps plus 6chelonn6 sur les art~res de contr61e 
non cultiv6es. 

Dans la lumi~re des art~res vitellines, on a parfois enfil6 
2 crins de Florence pour observer la r6action du vaisseau 
vis-A-vis de cette stimulation anormale. Malgr6 que 
l 'aspect morphologique de la paroi ne soit pas am~lior6 
par les crins, la pr6sence de ceux-ci stimule les cellules 
endoth61iales qui prolif~rent formant  une lame se glissant 
entre un crin et l 'autre et divisant tr~s souvent la lumi~re 
en 2 compart iments s6par6s. Cette trav6e de division a 
une certaine consistance et solidit6; lorsqu'on retire les 
crins pour l 'inclusion microscopique, la trav6e de division 
n'est  pas abim6e, elte persiste, elle se voi t  tr~s bien ensuite 
sur les coupes microscopiques. 

En  d6finitive, les r6sultats de toutes nos exp6riences, 
actuelles et pr~c6dentes, peuvent  ~tre r~sum6s de la 
mani~re suivante:  les art~res 61astiques, dont l '6paisseur 
et la consistance sont les plus 61ev~es, sont celles qui sur- 
v ivent  mieux en culture et qui ne pr6sentent jamais de 
phdnom~nes de dSg~n6rescence et de n&crose. L 'a t t i tude  

la survie in vitro des art~res de type musculaire est 
moins importante;  le degr6 de d6diff~renciation est tou- 
jours 61ev6, souvent les 616ments musculaires disparaissent 
totalement.  Les art~res vitellines et chorio-allantoMiennes, 
dont la dur6e de vie est limit6e et qui sont n6cessairement 
destin6es ~ une involution pr6coce et A disparaitre, rdv~lent 
in vitro, en dehors de leur milieu normal de vie, une 
capacit~ nulle de survie. 

Le comportement  tout  particulier du mat6riel 61astique 
de la paroi artSrielle explant6e in vitro m6rite d 'e t re  
soutign6. Darts la totalit6 des vaisseaux 6tudi6s, le seul 
composant morphologique de la paroi art6rielle qui, sur 
notre milieu, poursuit sa croissance, est le mat6riel 4las- 
tique. Les fibres 61astiques augmentent  en hombre et  en 
6paisseur, et le plexus elasticus externus devient  particu- 
li~rement abondant. Parfois, la nettet6 des fibres ~las- 
tiques est moins 6vidente que dans les artgres de contr61e 
non cultiv6es; ces fibres paraissent un peu floues, leurs 
contours sont 6vanescents. L ' interpr6tat ion plus vraisem- 
blable de ce ph~nom~ne r~side, A notre avis, dans la 
constitution physico-chimique m~me du mat6riel 61astique, 
pourvue sans doute d 'un m6tabolisme tr~s ralenti, ne 
n&cessitant que des 6changes peu importants  avec le 
milieu de culture;  le milieu de WOLFF est ad6quat ~ la 
survie du mat6riel 61astiqne. 

Sur la base des r6sultats de routes nos exp6riences sur 
la culture des vaisseaux, il est int6ressant de remarquer  
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que t o u s l e s  organes  e m b r y o n n a i r e s  du poulet ,  cult iv6s 
in v i t ro  jusqu ' ic i  (milieu s t a n d a r d  de WOLFF et  HAFFENa), 
son t  capables  de se d6velopper  et  de croi t re  jusqu 'A un  
ce r ta in  s tade,  b, l ' excep t ion  des va i s seaux  sanguins  qui, 
pou r t an t ,  ne son t  pas les seuls organes  dot6s de muscles  
lisses. Nous  pensons  q u ' h  l 'origine de ce t  6 ta t  de choses, 
il y a s u r t o u t  2 fac teurs  qui  e n t r e n t  en jeu:  un  fac teur  
m6canique  e t  un fac teur  chimique.  Dans  les va i sseaux  
explant6s ,  il m a n q u e  en effet  le s t imulus  m6canique  qui, 
in vivo,  est  reprdsent6  pa r  le f lux du l iquide t r a v e r s a n t  
la lumi~re; ce fac teur  m6canique  joue sans  dou te  un r61e 
morphog6n6t ique  i m p o r t a n t  pour  la di f f6renciat ion et  l 'ac- 
c ro i s sement  des di f f6rents  c o m p o s a n t s  de la paro i  art6- 
rielle. Si nous  pouvions  r6aliser un disposi t i f  de per fus ion  
capable  d ' en t r e t en i r ,  p e n d a n t  rou te  la p6riode de cul ture,  
le passage  d ' u n  l iquide dans  la lumibre du vaisseau,  le 
r61e du fac teur  m6canique  pour ra i t  6tre pr6cis6 davan t age .  
Nous avons  d6j~ fai t  des essais pr61iminaires dans  ce sens, 
mais  le p rob lbme n ' e s t  pas  facile ~ r6soudre sur  le p lan  
technique ,  c o m p t e  t enu  su r t ou t  de la pe t i tesse  des vais-  
seaux explant6s .  Q u a n t  au deux ibme fac teu r  p o u v a n t  
repr6senter  une e n t r a ve  ~ la survie  des va i sseaux  cultiv6s,  
il pour ra i t  s 'agi r  sans  dou te  d ' u n e  ques t ion  de milieu qui, 
t o u t  en 6 t an t  le milieu id6al pour  les au t res  organes  de 
l ' e m b r y o n  de poulet ,  ne  serai t  pas  le milieu de cu l ture  le 
p lus  ad6qua t  pour  assurer  le m6tabo l i sme  de la paroi  
vasculaire .  Des recherches  pr6c6dentes  e,7 nous  on t  con- 
firm6 la val idi t6 de ce t t e  hypo thbse .  E n  a j o u t a n t  en effet  

au milieu s t a n d a r d  de WOLFF des doses var iables  de 
fac teur  P ,  nous  avons  cons ta t6  pour  les ar tbres  soumises  

ces exp6riences,  (artbres m6sent6r ique  et  chor io-al lan-  
to idienne)  une  meil leure survie  hors  de l ' o rgan i sme:  pas  
de signes de souffrance,  la muscu la tu re  persis te ,  s o u v e n t  
elle a u g m e n t e  en cul ture.  Nous  en avions  alors conclu que  
le fac teur  P e s t  essent iel  au d 6 v e l o p p e me n t  e t  au ma i n t i e n  
des s t ruc tu res  normales  des va i sseaux  cult iv6s in vi t ro .  

S u m m a r y .  The au tho r s  have  s tud ied  the  no rma l  em-  
b ryona l  d e v e l o p m e n t  of chick e m b r y o ' s  vi tel l ine and  
chor ioal lantoic  vessels and  the  behav iou r  of these  vessels  
e x p l a n t e d  in vi tro.  They  resumed,  a f te rwards ,  t he  resul ts  
o b t a i n e d  f rom several  series of vessels  obse rved  in t he  
same no rma l  and  e x p e r i m e n t a l  condi t ions .  

G. CONTI et  B. CAPPELLI 
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5 E. WOLFF et K. HAFFEN, Texas Rep. Biol. Med. #0, 463 (1952). 
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Age Dependence  of Nuclear  D N A  Content of Rat Adipose  T i s sue  Cells 

U p  to now it is an open ques t ion  w h e t h e r  t he  en l a rgemen t  
of adipose  t issue is due  to  an ac tua l  increase in cell n u m b e r  
or s imply  to  an  addi t iona l  s torage  of fa t  1. To decide th is  
quest ion,  b iochemica l  D N A - d e t e r m i n a t i o n s  on adipose  
t issue have  been  accompl i shed  by  o thers  2-*. F r o m  the  
to ta l  a m o u n t  of DNA,  e s t ima ted  by  these  me thods ,  t he  
n u m b e r  of fa t  cells can  be c o m p u t e d  only  if t he  D N A -  
c o n t e n t  of the  nuclei  is c o n s t a n t  and  exac t ly  known.  Such 
D N A - d e t e r m i n a t i o n s  can only  be m a d e  c y t o p h o t o m e t r i c -  
ally. 

The ep id idymal  fa t  pads  of male  wis ta r  A / F  H a n - R a t s  
(Central  I n s t i t u t e  for E x p e r i m e n t a l  Animal  Breeding,  
Hannove r )  have  been  examined .  Adipose  t issue cells were 
isolated accord ing  to  RODBELL 5. Smears  were  f ixed in 
abso lu te  alcohol and  Feulgen  s t a ined  in a modi f ica t ion  
given by  SWIFT e. The Feu lgen  dye  c o n t e n t  was measu red  
wi th  an  in t eg ra t ing  m i c r o d e n s i t o m e t e r  7. 

1 F. X. HAUSBERGER, iVt Handbook of Physiology, V. Adipose Tissue 
(Ed. A. E. RENHOLD and G. CAHILL JR., Williams and Wilkins Co., 
Baltimore 1965), p. 519. 
J. HIRSCH and R. B. GOLORICK, J. clin. Invest. d3, 1776 (1964). 

a S. C. PECKHAM, C. ENTENMAN and H. W. CARROL, J. Nutr. 77, 
187 (1962). 

4 W. ZINGG, A. ANGEL and M. D. STEISBERG, Can. J. Biochem. 40, 
437 (1962). 

5 M. RODBELL, J. biol. Chem. 239, 375 (1964). 
e H. SWIFT, in The Nucleic Acids (Academic Press, New York 1955), 

vol. 2, p. 51. 
7 E. M. DEELEY, J. Scient. Instrum. 32, 263 (1955). 
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Fig. 1. Nuclear DNA-content of adipose tissue ceils of rats aged 5 and 
9 weeks. Abscissa: No. of measured nuclei; ordinate: DNA-content 
in arbitary units (U). The first column represents DNA-content of 
rat-spermatosomes (reference value), ln, 2n, 4n = haploid, diploid 
and tetraploid DNA-value. 


