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induced  m a m m a r y  t u m o r s  in  Sprague  Dawley  rats ,  us ing  
i n t r a v e n o u s  D M B A  accord ing  to  t h e  HuaGizvs 5 procedure ,  
and  in para l le l  e x p e r i m e n t s  a d m i n i s t e r e d  25 ~,g of ac t ino-  
m y c i n  D i.p. 20 m i n  before,  a f t e r  or s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  
t he  carc inogen.  

R a t s  t h a t  rece ived  D M B A  alone  f i rs t  deve loped  easi ly 
pa lpab le  m a m m a r y  t u m o r s  50 days  l a t e r ;  an i m a l s  sur-  
v i v i n g  cha l lenge  w i t h  b o t h  drugs  ev idenced  fewer such  
t u m o r s  d u r i n g  t he  a r b i t r a r y  per iod  of o b s e r v a t i o n  f rom 
50 to 200 days  (Table).  These  p r e l i m i n a r y  f ind ings  sug- 
gest  t h a t  sys t emic  a c t i n o m y c i n  D a t  leas t  de layed  t he  
a p p e a r a n c e  of pa lpab l e  t umors ,  a n d  in m o s t  a n i m a l s  m a y  
in fac t  h a v e  p r e v e n t e d  t h e i r  deve l opm en t .  R a t s  t h a t  
rece ived  one  or b o t h  drugs  a n d  were sacr i f iced or d ied  
d u r i n g  t he  per iod  s tud ied  a l m o s t  i n v a r i a b l y  showed  
ad rena l  ca lc i f ica t ion  w h e t h e r  pa lpab l e  m a m m a r y  t u m o r s  
were p r e sen t  or not .  A l t h o u g h  the re  is ev idence  t h a t  
a c t i n o m y c i n  D can  d a m a g e  t h e  ad r ena l  g lands  s, h is to logic  
e x a m i n a t i o n  of these  g lands  f rom t h e  f i rs t  3 g roups  of 
r a t s  suggests  t h a t  t h e  d rug  d id  no t  p r e v e n t  t h e  e v e n t u a l  
r egene ra t i on  of D M B A - d a m a g e d  adrenals .  I n  add i t i on  
we found  no  r e d u c t i o n  in b lood  pressure  m e a s u r e d  
e x t e r n a l l y  w i t h  a s p h y g m o m a n o m e t e r ,  w h e n  r a t s  t r e a t e d  
w i t h  one or b o t h  d rugs  were c o m p a r e d  to normals .  I t  has  
b e e n  r epo r t ed  t h a t  a d r e n a l e c t o m y  enhances  t he  g r o w t h  
of 3 - m e t h y l c h o l a n t h r e n e - i n d u c e d  r a t  m a m m a r y  cancer  7, 
c o n s e q u e n t l y  ad r en a l  d a m a g e  and  i m p a i r e d  r egene ra t i on  
m i g h t  h a v e  been  expec ted  to  f u r t h e r  t h e  d e v e l o p m e n t  of 
m a m m a r y  cancer .  I t  has  also been  s h o w n  t h a t  adre-  
n a l e c t o m y  does no t  s ign i f i can t ly  af fec t  t he  inc idence  of 
th i s  ca rc inogen- induced  r a t  m a m m a r y  t u m o r  s . 

E x a m i n a t i o n  of t h e  es t rous  cycles in  r a t s  f rom all 
g roups  b y  t h e  P a p a n i c o l a u  t e c h n i q u e  fai led to revea l  a n y  
a b n o r m a l i t y .  A d m i n i s t r a t i o n  of D M B A  did no t  a l t e r  t he i r  
f r equency  9, a n d  a d m i n i s t r a t i o n  of a c t i n o m y c i n  D as 

descr ibed  does n o t  a p p e a r  to  do so ei ther .  This  suggests  
t h a t  w h e n  r a t s  were cha l lenged  w i t h  b o t h  D M B A  a n d  
a c t i n o m y c i n  D, p i t u i t a r y - o v a r i a n  func t i on  was  no t  dras-  
t i ca l ly  impa i red .  This  f u r t h e r  impl ies  t h a t  in  all g roups  
F S H ,  L H  a n d  poss ib ly  p ro l ac t i n  are p r e sen t  in  suff ic ient  
a m o u n t s  to  s u p p o r t  t he  es t rous  cycle. There  is ev idence  
t h a t  for 5 m o n t h s  a f t e r  D M B A  a d m i n i s t r a t i o n  no  signifi- 
c a n t  change  in p i t u i t a r y  we igh t  or h i s to logy  occurs  ~0; in  
add i t i on  a c t i n o m y c i n  D a p p a r e n t l y  does n o t  easi ly  cross 
t he  b lood b r a i n  ba r r i e r  s . The  gain  in we igh t  of an ima l s  
in  Groups  I - V  lagged b e h i n d  u n t r e a t e d  controls ,  b u t  
s t a t i s t i ca l  dif ferences  a m o n g  t r e a t e d  g roups  were no t  
found.  Thus  t h e r e  is r eason  to  be l ieve  t h a t  severa l  of t h e  
p r i m a r y  endocr ine  o rgans  t h a t  inf luence  r a t  m a m m a r y  
t u m o r  d e v e l o p m e n t  were no t  p r e v e n t e d  f rom ach iev ing  
or m a i n t a i n i n g  essent ia l ly  n o r m a l  f u n c t i o n  b y  chal lenge 
w i t h  e i the r  one or b o t h  drugs.  

W h e t h e r  t he  m a m m a r y  g land  is t he  p r i m a r y  s i te  of 
i n t e r a c t i o n  w i t h  a c t i n o m y c i n  D or is secondar i ly  a f fec ted  
due  to  some more  f u n d a m e n t a l  effect  a t  a n o t h e r  site(s) 
is no t  cer ta in .  Fo r  reasons  presen ted ,  n e i t h e r  t he  p i t u i t a ry ,  
ad rena l s  nor  ovar ies  seem to be  t he  s i te  of th i s  h y p o t h e t i c a l  
effect  12. 

Zusammen/assung. S p r a g u e - D a w l e y - R a t t e n ,  die eine 
k o m b i n i e r t e  B e l a s t u n g  m i t  7, 1 2 : D i m e t h y l b e n z ( e ) a n t h r a -  
zen u n d  A k t i n o m y z i n  D i iber leben,  weisen eine d ra s t i s ch  
e rn iedr ig te  t a s t b a r e  T u m o r i n z i d e n z  auf. Kon t ro l t t i e r e  
e rh i e l t en  n u t  dos Karz inogen .  
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Incidence of palpable mammary tumors in treated rats, observed 
from 50 to 200 days after treatment 

Group Agent Total Tumors Tumor 
number incidence 

(%) 

I DMBA 13 13 100 
II AD 21 6 28 
III DA 20 5 25 
IV S 9 2 22 
V A 9 0 0 

Rats were obtained from the Sprague Dawley Company of Madison, 
-Wisconsin, and maintained on Rockland mouse/rat diet and water 
ad lib. AD, aetinomycin D 20 min before DMBA; DA, the reverse 
order; S, DMBA followed by Aetinomycin D within 1 min; A, 25 ~tg 
of Actinomycin i.p. The period of observation from 50-200 days 
was chosen for convenience. Rats treated with both agents exhibited 
an enhanced mortality during the first 5-30 days after challenge, in 
accord with reports of increased sensitivity of adrenaleetomized rats 
to Actinomyein D I1. 
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Evolut ion  de l '~pith~l ium gastr ique  isol~ de son  m ~ s e n c h y m e  et cultiv~ in vitro au contact  du foie 

Associ6 au foie d ' e m b r y o n s  de Pou le t  e t  de Lap in ,  
l '@i th61 ium gas t r ique  de foetus  de L a p i n  se t r a n s f o r m e  
p r o f o n d 6 m e n t  1 3. Apr~s 6 jours  de cul ture ,  il encercle  
une  v6sicule v ide  bord~e d ' u n  mince  feuil let  @ith61iat  
monoce l lu la i re  e t  d i scon t inu .  

Les t echn iques  de co lo ra t ion  classiques utilis6es, ne  
nous  p e r m e t t e n t  pas  d ' 6va lue r  la p a r t  de responsab i l i t6  
des 2 t ypes  de cellules, gas t r iques  et  h @ a t i q u e s ,  dans  le 
d6 rou l emen t  des ph6nomgnes  observ6s.  Or, LE DOUARI~ 
e t  BARQ 4 m o n t r e n t  que dons  les cos d ' a ssoc ia t ions  de 
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Fig. 1. Association d'6pith61ium gastrique et de foie, cultiv6e 5 jours. 
Les eellules h6patiques (F) s'infiltrent darts Ia eouehe basale de 
l'6pith61ium (Eb) et provoquent son morcellement. La partie apieale 
de l'6pith61ium est totalement d6truite ( • 500). 

Fig. 2. L'6pith61ium, cultiv6 4 jours forme une v6sieule interne, 
entour6e par Ie foie. Les laeunes gastriques (L) sont hypertrophi6es 
et les cellules apieales, group6es en une masse unique (Ea). L'6pi- 
th61ium basal (Eb) est sain et en pleine eroissanee (mitoses) ( • 500). 

t issus p r o v e n a n t  l 'un  de la CaiIle et  l ' au t re  du Poulet ,  la 
r6action nucl6ale de Feulgen et  Rossenbeck  p e r m e t  de 
d is t inguer  n e t t e m e n t  l 'origine des 2 types  de n o y aux  
in te rphas iques  en pr6senee:  la ch romat ine  du noyau  de 
la Caille est  condens6e en une  masse  centrale  unique  ou 
r6part ie  en pe t i t s  amas,  t and i s  que celle du Poule t  est  
distr ibu6e dans  l ' ensemble  du noyau.  

A not re  tour,  nous avons  examin6 la local isat ion du 
mat6riel  Feulgen-posi t i f  darts le noyau  de l ' e s tomac  du 
Lapin  et nous avons  consta t6  que ce noyau  se d is t inguai t  
a is6ment  de celui de la Caille par  sa taille (7 k 8 ~z 
pour  Ie Poule t  et  5 ~ pour  la Caille) et  par  sa chroma-  
t ine  un i fo rm6ment  r6partie,  lui conf6rant  une t e in te  
rouge prononc4e.  Ces r6sul tats  nous on t  encourag6s 
en t rep rendre  l ' examen  his tologique d 'associa t ions  de foie 

d ' e m b r y o n  de Caille et  d '6pith61ium gast r ique de foetus 
de Lap in  afin d '6 tudier  le d6roulement  des t r ans fo rma-  
t ions  su rvenan t  au sein des 2 t issus mis  en pr6sence, en 
cul ture in vitro.  

Matdriel et technique. Le foie p rov ien t  d ' e m b r y o n  de 
Caille au 76me jour  de l ' incuba t ion  et  l ' es tomac,  de foetus 
de Lap in  gg6s de 16 jours.  L ' e s tomac  est  dissoci6 selon 
Ia t echn ique  habi tuel le  ~ et  l '6pith61ium s6par6 de son 
m6senchyme est  d6pos6 sur une fine t r anche  de foie. Les 
2 t issus associ6s sont  emball6s dans  la m e m b r a n e  vitel- 
line ~ et  cultiv6s sur le milieu g61os4 de WOLFF et  tIAF- 
FEt; 6, enrichi  de s6rum de Poulain.  Apr6s 2 ~ 6 jours,  les 
pi6ces sont  fix6es au l iquide de Zenker  et  les coupes 
soumises g la r4act ion nucl6ale de Feulgen et  Rossenbeck  
en vue de l ' ex amen  histologique.  

Rdsultats. Au m o m e n t  de la t r an s p l an t a t i o n  (166me j our 
de la vie foetale) l '6pith61ium gastr ique,  pos6 ~ p la t  sur 
le Ioie, se pr6sente  sous la forme d 'une  couche pseudo-  
stratif i6e encore indiff6renci6e et  perc6e dans  sa zone 
m6diane  de pe t i t es  lacunes internes .  

D u ran t  les 2 premiers  jours  de culture,  les cellules du 
p a r e n c h y m e  h6pat ique  migren t  et  v i en n en t  encercler 
l '6pith61ium qui p rend  une posi t ion in te rne  et  se replie 
en une v6sicule. Alors que dans  la morphog6n6se normale ,  
les Iacunes 6pith61iales a u g m e n t e n t  sens ib lement  de tail le 
et  s ' ouv ren t  seconda i rement  dans  la lumi6re s tomaca le  
dormant  ainsi naissance aux premi6res villosit6s gas- 
t r iques,  dans  le cas de nos associat ions l '4volut ion s 'ef- 
fectue d i f f6remment :  les lacunes in ternes  subissent  une 
d i la ta t ion  plus accentu6e, ce qui p rovoque  l ' 6 t r ang lement  
des pon t s  cellulaires qui les s6parent ,  leur rup tu re  et  
enfin la scission part iel le de l ' ensemble  de la couche 
6pith41iale apicale. Les cellules de ce t te  zone d4coll6e 
s 'o rgan isen t  en nodules  qui s ' accolen t  b ien t6 t  les uns aux 
autres  pour  former  une masse  6pith61iale unique au centre  
de la lumi6re v6siculaire. P e n d a n t  ce temps ,  la couche 
inf6rieure de l '6pith61ium situ6e au con tac t  du t issu h6pa- 
t ique  se d6veloppe n o r m a l e m e n t  t and is  que la m e m b r a n e  
basale s ' e s tompe  ~ plusieurs n iveaux  et  que le foie com- 
mence ~ s ' inf i l t rer  dans  l '6pi thgl ium (Figure 1); 1~, il 
cerne de pe t i t s  groupes de cellules qu ' i l  p a rv i en t  progres-  
s ivement  ~ d6tacher  et  g en t ra iner  X l ' in t6r ieur  de son 
pa renchyme .  

Au cours des 3 jours suivants ,  les cellules du foie pour-  
su ivent  leur envah issement ,  elles 6car tent  g plusieurs 

Fig. 3. La mgme association comme Figure 1. La membrane basale 
est interrompue (fl~ches) et laisse p6n6trer des cellules h6patiques (F) 
dans l'tlot Central (Ea). Le foie a 6galement isol6 un nodule 6pith6- 
lial (En) dans son parenchyme. Nodule intrah6patique et 4pith61ium 
apical sont d6j~ fortement lys6s ( • 500). 

1 D. DAVID, C. r. Acad. Sci. Paris, Sfirie D, 264, 1062 (1967). 
2 D. DAVID, C. r. Soe. Biol. 762, 1142 (1968). 
3 D. DAVID, Ann. Emb. Morph. 2 (1969), sous presse. 
4 N. LE DOUARI~ et G. BARG Colloque sur la Biologie de la Caille 

(Clermont-Ferrand). In Bull. Biol. France et Belgique, sous presse. 
ET. WOLFF, Devl. Biol. 3, 767 (1961). 

s ET. WOLSF et K. HAFFEN, Texas Rep. Biol. Med. 10, 463 (1952). 
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endroits  les bords du feuillet  6pith61ial et  p6n6trent,  
accompagn6es de nombreuses  cellules sanguines, dans la 
lumi6re v4siculaire. Elles s ' inf i l t rent  ensuite g. l ' in t6r ieur  
de la masse cellulaire r6sul tant  du d6collement  de l '6pi- 
th61ium apical  et  p rovoquen t  sa lyse progressive. De 
m4me, les nodules 6pith61iaux entrain6s pr6c6demment  
dans le pa renchyme,  sont  progress ivement  r6sorb6s 
(Figures 2 et 3). 

Apr6s 6 jours de cutture, l '6pith61ium ne forme plus 
q u ' u n  mince feuillet  monocel lulaire  et discontinu, il 
tapisse une v6sicule interne large et vide. 

Conclusions. Dos exp6riences d 'associations,  en cul ture  
in vi t ro,  de foie et d'6pith61ium gastr ique mon t ren t  qu ' i l  
y a incompat ibi l i t6  entre  les 2 tissus mis en pr4sence. 
Cet te  intol6rance se manifes te  sous 2 aspects pr inc ipaux:  
1. R6act ion propre  de l '6pith61ium gastr ique qui se carac- 
t6rise: a) par  l ' hyper t roph ie  des lacunes internes con- 
duisant/~ la rup ture  de la zone apicale, puis g la fo rmat ion  
de nodules au centre  de la v6sicule, enfin ~ la r6union de 
ces pet i ts  groupes en une masse 4pith61iale unique;  b) par  
l ' e f facement  par t ie l  de la m e m b r a n e  basale. 2. R6act ion 

du tissu h6pat ique:  a) le foie encercle l '6pith61ium qui  
dev ien t  in terne;  b) il s ' infi l t re entre les cellules de l '@i-  
th61ium et morcelle ce dernier  en pet i ts  nodules qui  sont  
ensuite entrain6s g l ' int6rieur  du pa renchyme h6pat ique ;  
c) le foie s ' insinue aussi dans la lumi6re v6siculMre, oh, 
avec l 'a ide  des cellules sanguines, il p rovoque  la lyse 
progressive mais to ta le  de la masse cellulaire apicale 
d6tach6e pr6c6demment  de l '6pith61ium gastr ique.  

Summary. In  exper iments  of associations of gastric 
epi the l ium with  liver, proceeding respect ively from rabbi t  
and quail  embryos,  the  Feulgen and Rossenbeck 's  nuclear  
react ion permi ts  us to dist inguish the  gastric nuclei from 
the hepat ic  nuclei  and consequent ly ,  to observe the  cel- 
lular movemen t s  in bo th  associated tissues. 
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The Marg in  of O v e r g r o w t h  of the E m b r y o n i c  Chick B l a s t o d e r m  as  a S tudy  Model  for Ce l l -To-Ce l l  
Contacts  

Cell-to-cell contacts  are i m p o r t a n t  in the s tudy  of 
invasiveness  of cancer ceils. The marg in  of overgrowth  1 
of the  chick germ appeared to be a sui table  site for the  
s tudy  of such relat ionships.  The cells, forming the  peri- 
phe ry  of the  germ, show a long cy toplasmic  offshoot, 
comparab le  to the  leading edge of a moving  f ibroblast  in 
culture2. Moreover,  dur ing the  first  hours of chick germ 
deve lopment ,  t hey  m o v e  over  the  vi te l l ine membrane  
ra ther  quickly.  We  therefore  inves t iga ted  how these edge 
ceils would  behave  when in con tac t  wi th  var ious  o ther  
cells. 

Fresh eggs f rom commerc ia l  s tock are incuba ted  for 
6 h. They  then  fulfill  VAKAET'S stage 2 to 33. They  are 
then  exp lan ted  in v i t ro  fol lowing Dew's  technique  4. I t  
p roved  i m p o r t a n t  in these exper iments  to use germs wi th  
a yolk-free marg in  of overgrowth.  We  therefore  careful ly 
r emoved  the  yolk  from the per ipheral  par ts  of the  germ. 

The following grafts have  been placed on the  vi te l l ine 
m e m b r a n e  near  the  marg in  of overgrowth ;  pieces of 
9-day-old chick embryo  mesonephros (12 cul tures);  pieces 
of 9-day-old chick embryo  t ibio- tarsal  skin (12 cultures);  
pieces of mil l ipore f i l ter  (8 cultures) and Hela  cells f rom 
monolayer  cultures (21 cultures). 

Cultures are incubated  a t  37.5~ for 24h .  Figure  1 
presents  the  exper imenta l  design schematical ly.  Dur ing  
the  incubation,  t ime- lapse  c inematography  has been 
performed,  t ak ing  one f rame every  30 sec. The  following 
results are based main ly  on these records. Dur ing incuba- 
tion, the  chick germ increased its overal l  d i amete r  over  

10 ram, th rough a general  extension of the  margin  of 
overgrowth  over  the  vi te l l ine  membrane .  The  meso- 
nephros,  the  skin, and the  mil l ipore filter, do not  inhibi t  
the  expansion of the  germ (32 cultures). In  all these 

1 M. BLOUNT, .I. Morph. 20, 1 (1909). 
2 R. BELLAIRS, A. BOYDE and J. HEAYSMAN, Wilhelm Roux' Arch. 

EntwMech. 763, 113 (1969). 
3 L. VAKAET, J. Embr. exp. Morph. 10, 38 (1962). 
4 D. NEw~ J. Embr. exp. Morph. 3, 326 (1955). 

cultures, the  grafts are t aken  up by the  per ipheral  par ts  
of the  germ. 

Generally,  the  margin  of overgrowth  shows a normal  
evolut ion  in these cases (23 out  of 32 cultures). At  most  
there  is a l i t t le  re ta rda t ion  in its development ,  which 
somet imes is still visible per ipheral ly  to the  graf t  at  the  
end of the cul ture (9 out  of 32 cultures) (Figure 2). 

He la  cells, on the  contrary,  do dis turb the  normal  
evolu t ion  of the  margin  of overgrowth.  As soon as the  
edge cells make  contac t  wi th  the  HeM cells, t hey  sud- 

I 
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Fig. 1. Schematic representation of the evolution of the margin of 
overgrowth (M) in contact with Hela celIs (H) and mesonephros 
(MN). PS, primitive streak; AP, area Pellucida; AO, area opaca 
VM, vitelline membrane. 


