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the  effect iveness  of amidephr ine ,  makes  i t  a lmos t  cer ta in  
t h a t  a- receptors  are concerned  a l though  the  poss ib i l i ty  
t h a t  #-receptors  could con t r ibu te  to  t he  hyperpotar iza t ion ,  
or even to underl ie  i t  under  cer ta in  c i rcumstances ,  has  no t  
been excluded.  

Twenty- four  hours  af ter  isolat ion the  sens i t iv i ty  of t he  
cells to  adrenergic  amines  had  fallen 5-10-fold to  a level 
which was re ta ined  for a t  least  the  following 2 days,  
a l though  the  m a x i m u m  response  a t t a inab le  seemed to 
have  declined. I t  was found t h a t  t he  large pulses of drugs 
needed to  p roduce  any  effects  now somet imes  caused the  
m e m b r a n e  po ten t i a l  to  become unstable ,  and on occasion 
to oscillate. An ex t r eme  example  is shown in Figure  2D 
which  was recorded f rom a 2-day-cell  2-3 rain af ter  a 
series of pulses of ( - - ) - i soprena l ine  (up to  10 -7 A for 
500 msec) each of which had  p roduced  only  s l ight  in- 
creases in  m e m b r a n e  poten t ia l .  The mechan i sm involved 
b o t h  in th is  response  and  in t he  fall in sens i t iv i ty  wi th  
t ime  remain  to  be s tudied.  

In  summary ,  the  p resen t  resul ts  show t h a t  i t  is possible  
to examine  the  electrical  responses  of isolated guinea-pig  
l iver ceils, ma in t a ined  in shor t  t e r m  t issue culture,  to  ion~ 
tophore t ica l ly  appl ied catecholamines .  I t  is hoped  t h a t  
this  approach  m a y  prove  of value in the  fu r the r  s t u d y  of 
the  m e c h a n i s m  of act ion of ca techolamines  a t  t he  cellular 
level 1% xl 
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Fig. 2. Effect of iontophoretically applied adrenergic agonists on the 
membrane potential of pareuchymal cells in tissue culture : A) Effect 
of (--)-noradrenaline (3.5• for 50, then 25 msec) on a bi 
nucleate cell in a 6-8-h-old culture. B) and C) Effect of (• 
phrine (B) 3 • 10-~A, 50 msec; C) -- 9• 10-7A, 50 insee) in a 6-8-h 
culture. D) Oscillatory potential recorded 2-3 rain after large pulses 
of (--)-isoprenaline had been applied to a cell in a 2-day-old culture. 
Room temperature throughout. 

Zusammen/assung. Mit Hilfe der  in t razel lu lgren Mikro 
e lek t roden techn ik  wird  gezeigt,  dass Pa renchymze l l en  der  
Meerschweinchenleber  in der  Gewebekul tu r  hyperpo la r i  
sieren, wenn  s y m p a t h o m i m e t i s c h e  Drogen ionophore t i sch  
appl iz ier t  werden.  
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Fig. 1. Phase contrast photomicrograph of culture of parenchymal 
cells after approximately 22 h incubation (100 ~tm inset). 
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Z y t o p h o t o m e t r i s c h e  U n t e r s u c h u n g e n  an n o r m a l e n  L y m p h k n o t e n z e l l e n  des  Schafes  ~ 

]Die Zy topho tom e t r i e  h a t  in den ve rgangenen  J ah ren  in 
der  Tumorpa tho log ie  v e r m e h r t  A n w e n d u n g  gefunden.  
D u t c h  Vergleich der  K e r n - D N S - W e r t e  der  Tumorze l len  
m i t  denen  einer  normalen  Zel lpopulat ion wird  versucht ,  
e ine Aussage tiber die Charakter i s t ik  der  Geschwuls t  zu 
t r e i f en  (ScI~IZMER 2, SANDRITTER et  al. a, 4 ; SEIDEL et al. a ; 
SANI~RITT~R6-S). 

I m  Z u s a m m e n h a n g  m i t  unseren  U n t e r s u c h u n g e n  fiber 
eine bei Schafen enzoot isch au f t r e t ende  l y m p h a t i s c h e  
Leukoseml0 in teress ier te  v e t  a l lem auch die p rak t i sch  
w i c h t i g e  Frage,  ob anf z y t o p h o t o m e t r i s c h e m  Wege die 
~Leukosezellen,  yon normalen  l y mp h a t i s ch en  Zellen un-  
te rsch ieden  werden  k6nnen.  Ats ers ter  Schr i t t  zur Beant -  
w o r t n n g  dieser Frage  werden  die oben g e n a n n t e n  Metho-  
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den  a n  L y m p h o z y t e n p o p u l a t i o n e n  aus  L y m p h k n o t e n  yon  
v ie r  n o r m a l e n  Schafen  angewende t .  

Mater ia l  und  Methoden.  Bet  den  4 e twa  1 J a h r  a l ten ,  
k l in i sch  gesui lden u n d  p a t h o l o g i s c h - a n a t o m i s c h  unauf -  
Iii l l igen Schafen  w u r d e n  yon  den  ca. 15 ra in  n a c h  d e m  Tod  
e n t n o m m e n e n  M e s e n t e r i a l l y m p h k n o t e n  Abklatschprg~pa-  
r a t e  auI  re inweissen  O b j e k t t r ~ g e r n  ange fe r t i g t  (Luft-  
t r o c k n u n g  5 m i n ;  F i x i e r u n g  75 ra in  in  e inem Methano l -  
Fo rma l in (36%)-E i se s s ig -Gemisch ,  85 :10:5 ,  W/ isserung 
25-30 rain).  Die  F e u l g e n - R e a k t i o n  erfolgte  ffir al le  Pr/~- 
p a r a t e  gle ichzei t ig  n a c h  der  yon  B6HM n a n g e g e b e n e n  
Methode .  

Die Messung  erfolgte  m i t  d e m  Un ive r sa l -Mik rospek t ro -  
p h o t o m e t e r  (UMSP)  m i t  Schi le l lmesszusa tz  u n d  ange-  
schlossener  E D V - A n l a g e  ( P D P  12) ; O b j e k t i v  100 •  n .A.  
1,25; M e s s p u n k t  0,5 ~xm; L e u c h t f e l d b l e n d e  3 # m ;  Wel len-  
1Ange 560 nm.  

Das  P r ~ p a r a t  wi rd  m i t  e iner  Geschwind igke i t  yon  50 
E i n z e l s c h r i t t e n  pro  sec zei lenweise bewegt .  Der  A b s t a n d  
de r  E inze l s ch r i t t e  betr/~gt 0,5 tzm, die (horizontale)  Zeilen- 
1/inge, je  n a c h  I~e rndurchmesse r  9-15 ~xm, de r  Z e i l e n h u b  
( =  A b s t a n d  zweier  Zeilen) 0,5 ~m. V on  j e d e m  P r A p a r a t  
k a m e n  m i n d e s t e n s  100 Zel lkerne  zur  Auswer tung .  S/ imt-  
l iche so f iber der  d u r c h w a n d e r t e n  F1/~che e rmi t t e l t e i l  Ex-  
t i n k t i o n s w e r t e  w u r d e n  auf  Magne tba i{d  gespeicher t .  Die 
S u m m e  dieser  Wer te ,  welche  ein re la t ives  Mass fiir die 
F a r b s t o f f m e n g e  u n d  d a m i t  ffir den  zu e r m i t t e l n d e n  D N S -  
G e h a l t  da r s te l i t ,  w u r d e  sowohl  v o m  Schne l imesszusa t z  als 
s u c h  yon  der  E D V - A n l a g e  ausgedruck t .  Die g e f u n d e n e n  
S u m m e n  werden  als A r b e i t s e i n h e i t e n  (AE) beze ichne t .  
Diese W e r t e  w u r d e n  zur  Ers t e I fung  des H i s t o g r a m m s  ver-  
wende t .  W e i t e r h i n  w u r d e n  (bet 3 Tiereil) Ifir jeweils  63 
Zel lkerne  die S u m m e n w e r t e  be t  v e r s c h i e d e n e n  E x t i n k -  
t i o n s n i v e a u s  ausgedruck t ,  wobei  a l s  Min imalschwel le  n u t  
E i n z e l m e s s u n g e n  E > 0,02 zur  A u s w e r t u n g  gelangtei l .  
U m  e inen  Verg le ich  m i t  f r f iheren  U n t e r s u c h n n g e n  zs zn 
e rm6gl ichen ,  w a r d e n  die yon  den  P D P  12 gelegten E x t i n k -  
t ionsschwel len  nach t r~g l i ch  in die e n t s p r e c h e n d e n  Niveau -  
bere iche  der  A b s o r p t i o n s w e r t e  u m g e r e c h n e t .  
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Fig. 1. DNS-Histogramme der Lymphknotenzellen yon 4 normalen 
Sehafen. 

2111 

Bet  der  E r r i c h t u n g  n o r m i e r t e r  AbsorpLionsn iveau-  
k u r v e n  w u r d e n  n u t  die v e r m u t t i c h  in der  G 1-Phase bef ind-  
l i chen  Zellen ber f icks icht ig t .  Der  Gl-W'er t  w u r d e  n a c h  der  
Aufs t e l lung  des H i s t o g r a m m s  e rmi t t e l t .  Aus den  be t re f -  
I enden  W e r t e n  eines Fal les  k a m e n  ausschl iess l ich  die 
a r i t h m e t i s c h e n  Mi t t e lwer t e  zur  Aufze ichnung .  Die  fiir 
die A b s o r p t i o n s n i v e a u k u r v e n  zug runde  gelegten W e r t e  
werden  s u c h  ffir die s t a t i s t i s che  A u s w e r t u n g  benf i tz t .  
D a b e i  wi rd  die gegensei t ige A h g r e n z b a r k e i t  i m  S tuden t - t -  
Tes t  e r r e c h n e t  (e = 0,025) z~. 

Ergebnisse. 1. B e s t i m m u n g  des G e s a m t - D N S - G e h a l t e s .  
Das  V e r t e i l u n g s d i a g r a m m  der  G e s a m t w e r t e  zeigt  bet a l len  
Schafen  eine deu t l i che  G r u p p i e r u n g  u m  e inen  Gipfelwert ,  
der  m i t  d e m  D u r c h s c h n i t t s w e r t  der  G1-Popu ta t ion  iden t i -  
f i z ie rbar  sein dt i r f te  (Figur  1). Dieser  betr/~gt bet  Schaf  
Nr. 2017 56,6 AE,  bet  SchaI  Nr.  2019 u n d  Nr. 2111 61,7 A E  
u n d  be t  Schaf  Nr.  2113 65,0 AE.  Die  G r u p p i e r u n g  der  
a n d e r e n  Gz-Wer te  u m  den  Moda lwer t  i s t  bet  SchaI  Nr.  
2017 u n d  Nr. 2113 n a h e z u  symmet r i s ch ,  bet  Nr.  2019 is t  
eine d e u t l i c h  nega t ive  Schiefe, be t  Nr.  2111 eine pos i t i ve  
Schiefe zu e rkennen .  Le t z t e r e  le t ter  v e r m u t l i c h  bere i t s  zu 
Zel len der  S -Phase  fiber. 13ei Fa l l  Nr.  2017 u n d  Nr.  2019 
t r e t e n  je 2% Messwer te  zwischen  110 u n d  123 A E  auf.  
Diese W e r t e  k 6 n n e n  m i t  Zel len der  G2-Phase iden t i f i z ie r t  
werden .  

2. A b s o r p t i o n s n i v e a u k u r v e n  m i t  N o r m i e r u n g  der  Koor-  
d i n a t e n s c h n i t t p u n k t e .  Die  A b s o r p t i o n s n i v e a u k u r v e n  de r  
d r e i u i l t e r s u c h t e n  L y m p h o z y t e n p o p u t a t i o n e n  zeigen u n t e r -  
schiedl iche  Pos i t i onen  im D i a g r a m m  (Figur  2). N a c h  
e inem un te r sch i ed l i ch  a u s g e d e h n t e n  s te i len  Ans t i eg  erfolgt  
e in  m e h r  oder  weniger  g rad l in iger  Ver l au f  his  zum Ord ina -  
t e i l s c h n i t t p u n k t .  D e m e n t s p r e c h e n d  un t e r sch i ed l i ch  is t  die 
Y e r t e i l u n g  der  D N S - A b n a h m e .  W / i h r e n d  wir  bet  e iner  
N iveanschwe l l e  yon  60% al ler  A b s o r p t i o n s w e r t e  be i  
Nr.  2019 eine A b n a h m e  des G e s a m t - D N S - G e h a l t e s  u m  
ca. 36% b e o b a c h t e n  kSnnen ,  be t rXgt  be t  de r se lben  
Schwelle  die D N S - A b n a h m e  bet  Nr. 2113 n u r  ca. 20% 
u n d  bet  Nr.  2111 schl iessl ich n u r  ca. 10%.  Demzufo lge  
b e s t e h t  a l lgemein  eine s t a r k e  B e t o n u n g  der  h o h e n  Absorp-  
t i 0nsbe re i che  a n  de r  ]3i ldung des G e s a m t - D N S - G e h a l t e s .  
D a m i t  b i lde t  der  A b s o r p t i o n s b e r e i c h  yon  6 0 - 1 0 0 %  bet  
Nr.  2019 64% des G e s a m t - D N S - G e h a l t e s ,  bet  Nr .  2113 ca. 
8 0 %  und  bet  Nr.  2111 schl iessl ich sogar  9 0 %  des  
G e s a m t - D N S - G e h a l t e s .  Die  Dive rgenz  der  Kurvenl~tufe 
wurde  ffir die n a h e z u  grad l in ig  v e r l a u f e n d e n  A b s c h n i t t e  
s u c h  mi t t e l s  l inea re r  Regress ion  o b j e k t i v  darges te l l t .  Die  
K o n s t a n t e n  f fir die F u n k t i o n  y = --  ax ~- b waren  d a b e i  
fiir Fal l  Nr.  2 1 1 1 : a  = 10,8, b = 80,6; Ifir Fal l  Nr.  2 1 1 3 : e  

12,0, b = 77,5; ffir Fa l l  Nr.  2 0 1 9 : a  ~ 9,5, b = 63,8. 

Diese Arbeit entstand im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 
47 (Virologie) an der Justus Liebig-Universit~it Giessen. 
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Dadurch  ist die unterschiedl iche Lage der Iinearen Regres- 
sionslinien im Diag ramm ersichtlich. 

Stat is t ische Erfassung.  Die Abweichung  des Kurven-  
verlaufs  von  Fal l  Nr.  2111 gegeniiber  dem des Falles 
Nr. 2113 erwies sich im Bereich zwischen A ~ 25% und 
A = 87,5% als hochsignif ikant  (p < 0,001), desgleichen 
zwischen Fal l  Nr. 2111 and Nr. 2019 im Bereich yon A 
12, 5 - 62,5 %. Auch die Abweichung zwischen Fal l  Nr. 2113 
nnd  Nr. 2019 war in den Bereichen A = 12,5 - 50% und 
A = 7 5 -  100% hochsignif ikant  (p < 0,001). 

Histologisch zeigen alle vier  un tersuchten  Lylnph-  
knoten  einen normalen  Aufbau.  

Diskussion. Bet d e n  Vergleich der erhal tenen Ergeb-  
nisse zeigt sich sowohl im H i s t o g r a m m  als such  bei den 
Absorp t ionsn iveaukurven  eine betr&chtliche Streubrei te  
der zy tophotomet r i schen  Messwerte. 

I n  der L i te ra tur  wird das Auf t re ten  ether solchen Streu- 
ung an bes t i lnmten  Geweben innerhalb  einer T ie rga t tnng  
gelegentl ich beschr iebenl<lK Zum Tell  wurde dies als 
eine tats/ ichlich vor l iegende Var ia t ion  auf Grund erh6hter  
Stoffwechselakt ivi t&t in verschiedenen Ze]lpopulat ionen 
in terpre t ier t  16, ~7, zum TeiI wurde  die 13edeutung der yon 
der  D N S - K o n s t a n z  abweichenden Befunde vo l l kommen  
verneJnt  and auf  Messfehler zurtickgeftihrt  t<zs. Es sind 
ausserdem auch pr&parative Ungenauigke i ten  bet der 

100 
~ 

80 
~ 7 0  
u.J 

60 
50 

40 

5O 

20 

10 

" "~"~ '~ i~ ' - -~. . :2111 2113 2019 

~ .  ~ . / , ~ ' ~ .  

" ~ ' < ? X  

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100~/o 
DNS(AE) 

Fig. 2. Normierte Absorptionsniveaukurven (arithmetische Mittel- 
werte). 

Herstel lung,  F ix ie rung  und Fgrbung  in Be t r ach t  zu 
ziehen, die t ro tz  gleicher und gleichzeitiger Behandlung  
unwillkfir l ich anf t re ten  kCnnen~9. 

Bet den von uns untersuchten  Schaf lymphknoten  ist  
die MCglichkeit eines p rgpa ra t iven  Fehlers  sowohl du tch  
eine rasche und gbichzei t ige  Hers te l lung  als auch du tch  
die s tets  gleichzeit ige weitere Behandlung  der Pr / iparate  
auf ein Min imum reduzier t  worden. Dadurch  wird deut-  
lich, dass die bier aufgezeigten Schwankungen  zwiscben 
den Normalpopula t ionen  wei tgehend v o n d e r  Behandlung  
nnabh~ngig sind und demnach  bet vergle ichenden Unter -  
suchungen berficksichtigt  werden mfissen. Vergleicht  man  
die hier  gefundenen Ergebnisse n i t  entsprechenden Unte r -  
suchungen an leuko• ver&nderten L y m p h k n o t e n  1~, so 
zeigen letztere  eine ~Lhnlich brei te S t reuung der  Mess- 
werte  wie die Ergebnisse aus der Normalpopula t ion .  Eine  
exak te  In te rp re ta t ion  erscheint  daher  nicht  m6glich. Aus 
diesem Grund erachten  wir bet zy tophotomet r i scben  Un- 
te rsuchungen die Kontrol le  mehrerer  Normalpopu la t ionen  
als unbedingt  notwendig.  

Summary.  Cytophotomet r i c  invest igat ions  of lympho-  
cytic  popula t ions  of 4 sheeps were carried out  to de te rmine  
the diploid s tandard  va lue  for compara t ive  invest igat ions  
of l ymph  node cell~ f rom sheep wi th  lympha t i c  leucosis. 
Inspi te  of exace and s imul taneous  prepara t ion  there  were 
marked  and signif icant  differences in the his tograms as 
well  as in the  d iagrams of absorpt ion level separation.  
Therefore,  the  control  of several  normal  cell popula t ions  is 
essential  before s ta r t ing  cy topho tomet r i c  invest igat ions  of 
neoplast ic  cells. 
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Effects  of  E t h y l n i t r o s o u r e a  on the  D e v e l o p m e n t  of 

DRUCKREY 1-8 and his associates, in the i r  pioneer ing 
studies on exper imenta l  bra in  tumors ,  have  shown tha t  
adminis t ra t ion  of E thy ln i t rosourea  (ENU) to p regnan t  
rats  produces brain tumors  in the  offsprings of these 
animals.  These invest igat ions  s t rongly suggest t h a t  E N U  
can reach the  developing embryos  in rats  t ransplacenta l ly .  
F r o m  neuroembryological  v iewpoin t  th is  technique  pro- 
vides  a va luable  exper imenta l  tool  for the  s tudy  of neuro- 
embryogenesis  in the  rat .  

Labora to ry-bred  Wis ta r  albino rats  were adminis tered 
E N U  i.v. be tween  days 14 and 21 of gestat ion (dose: 
60 mg /kg  body weight).  On each day  of gestat ion a t  least  
1 animal  was injected wi th  the  chemical .  F r o m  each l i t ter  
born to these animals  2 pups each were sacrificed on days 
1, 3, 10, 15, 21 and 75 af ter  the i r  bir th.  

B r a i n  

On macroscopic examina t ion  i t  was found tha t  the  
overal l  size of most  of the  brains was smaller  t han  tha t  of 
normal  brains  of the  same age, and this suggested tha t  
E N U  had  interfered wi th  the normal  deve lopment  of the  
central  nervous  system. Cerebral cor tex  and cerebel lum 
were consis tent ly  affected, and brain s tem and olfactory 
bulbs  did not  appear  affected. W h e n  the  brains from all 
the  animals  of 21 days age were placed in a series and 
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