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the effectiveness of amidephrine, makes it almost certain
that a-receptors are concerned although the possibility
that f-receptors could contribute to the hyperpolarization,
or even to underlie it under certain circumstances, has not
been excluded.

Twenty-four hours after isolation the sensitivity of the
cells to adrenergic amines had fallen 5-10-fold to a level
which was retained for at least the following 2 days,
although the maximum response attainable seemed to
have declined. It was found that the large pulses of drugs
needed to produce any effects now sometimes caused the
membrane potential fo become unstable, and on occasion
to oscillate. An extreme example is shown in Figure 2D
which was recorded from a 2-day-cell 2—-3 min after a
series of pulses of (—)-isoprenaline (up to 10-7 A for
500 msec) each of which had produced only slight in-
creases in membrane potential. The mechanism involved
both in this response and in the fall in sensitivity with
time remain to be studied.

Fig. 1. Phase contrast photomicrograph of culture of parenchymal
cells after approximately 22 h incubation (100 ym inset).
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In summary, the present results show that it is possible
to examine the electrical responses of isolated guinea-pig
liver cells, maintained in short term tissue culture, to ion-
tophoretically applied catecholamines. It is hoped that
this approach may prove of value in the further study of
the mechanism of action of catecholamines at the cellular
level1s, 11,
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Fig. 2. Effect of iontophoretically applied adrenergic agonists on the
membrane potential of parenchymal cells in tissue culture: A) Effect
of (—)-noradrenaline (3.5x10-7A for 50, then 25 msec) on a bi
nucleate cell in a 6-8-h-old culture. B) and C) Effect of (4-)-amide-
phrine (B) 3x10-74, 50 msec; C) — 9x10-7A, 50 msec) in a 6-8-h
culture, D) Oscillatory potential recorded 2-3 min after large pulses
of (—)-isoprenaline had been applied to a cell in a 2-day-old culture.
Room temperature throughout.

Zusammenfassung. Mit Hilfe der intrazelluldren Mikro-
elektrodentechnik wird gezeigt, dass Parenchymzellen der
Meerschweinchenleber in der Gewebekultur hyperpolari-
sieren, wenn sympathomimetische Drogen ionophoretisch
appliziert werden.
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Zytophotometrische Untersuchungen an normalen Lymphknotenzellen des Schafes’

Die Zytophotometrie hat in den vergangenen Jahren in
der Tumorpathologie vermehrt Anwendung gefunden.
Durch Vergleich der Kern-DNS-Werte der Tumorzellen
mit denen einer normalen Zellpopulation wird versucht,
eine Aussage iiber die Charakteristik der Geschwulst zu
treffen (SCHIEMER?, SANDRITIER et al,%4; SEIDEL et al.?;
SANDRITTER®-8).

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen {iber
eine bei Schafen enzootisch auftretende lymphatische
Leukose? ! interessierte vor allem auch die praktisch
wichtige Frage, ob auf zytophotometrischem Wege die
«Leukosezellensy von normalen lymphatischen Zellen un-
terschieden werden konnen. Als erster Schritt zur Beant-
wortung dieser Frage werden die oben genannten Metho-
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den an Lymphozytenpopulationen aus Lymphknoten von
vier normalen Schafen angewendet.

Matevial und Bethoden. Bel den 4 etwa 1 Jahr alten,
klinisch gesunden und pathologisch-anatomisch unauf-
filligen Schafen wurden von den ca. 15 min nach dem Tod
entnommenen Mesenteriallymphknoten Abklatschpripa-
rate auf reinweissen Objekttrigern angefertigt (Luft-
trocknung 5 min; Fixierung 75 min in einem Methanol-
Formalin(369%,)-Eisessig-Gemisch, 85:10:5, Waisserung
25-30 min). Die Feulgen-Reaktion erfolgte fiir alle Pri-
parate gleichzeitig nach der von Borm1' angegebenen
Methode.

Die Messung erfolgte mit dem Universal-Mikrospektro-
photometer (UMSP) mit Schnellmesszusatz und ange-
schlossener EDV-Anlage (PDP 12); Objektiv 100 x, n.A.
1,25; Messpunkt 0,5 um; Leuchtfeldblende 3 um; Wellen-
linge 560 nm.

Das Priparat wird mit einer Geschwindigkeit von 50
Einzelschritten pro sec zeilenweise bewegt. Der Abstand
der Einzelschritte betrdgt 0,5 um, die (horizontale) Zeilen-
lange, je nach Kerndurchmesser 9-15 ym, der Zeilenhub
(= Abstand zweier Zeilen) 0,5 ym. Von jedem Priparat
kamen mindestens 100 Zellkerne zur Auswertung. Simt-
liche so iiber der durchwanderten Flache ermittelten Ex-
tinktionswerte wurden auf Magnetband gespeichert. Die
Summe dieser Werte, welche ein relatives Mass fiir die
Farbstoffmenge und damit fiir den zn ermittelnden DN'S-
Gehalt darstellt, wurde sowohl vom Schnellmesszusatz als
auch von der EDV-Anlage ausgedruckt. Die gefundenen
Summen werden als Arbeitseinheiten (AE) bezeichnet.
Diese Werte wurden zur Erstellung des Histogramms ver-
wendet. Weiterhin wurden (bei 3 Tieren) fiir jeweils 63
Zellkerne die Summenwerte bei verschiedenen Extink-
tionsniveaus ausgedruckt, wobei als Minimalschwelle nur
Einzelmessungen E > 0,02 zur Auswertung gelangten.
Um einen Vergleich mit fritheren Untersuchungen!® zu
ermoéglichen, wurden die von den PDP 12 gelegten Extink-
tionsschwellen nachtriglich in die entsprechenden Niveau-
bereiche der Absorptionswerte umgerechnet.
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Fig. 1. DNS-Histogramme der Lymphknotenzellen von 4 normalen
Schafen.
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Bei der Errichtung normierter Absorptionsniveau-
kurven wurden nur die vermutlich in der G,-Phase befind-
lichen Zellen beriicksichtigt. Der G,-Wert wurde nach der
Aufstellung des Histogramms ermittelt. Aus den betref-
fenden Werten eines Falles kamen ausschliesslich die
arithmetischen Mittelwerte zur Aufzeichnung. Die fiir
die Absorptionsniveaukurven zugrunde gelegten Werte
werden auch fiir die statistische Auswertung beniitzt.
Dabei wird die gegenseitige Abgrenzbarkeit im Student-i-
Test errechnet (¢« = 0,025) .

Ergebnisse. 1. Bestimmung des Gesamt-DNS-Gehaltes.
Das Verteilungsdiagramm der Gesamtwerte zeigt bei allen
Schafen eine deutliche Gruppierung um einen Gipfelwert,
der mit dem Durchschnittswert der G,-Population identi-
fizierbar sein diirfte (Figur 1). Dieser betrigt bei Schaf
Nr. 2017 56,6 AE, bei Schaf Nr. 2019 und Nr. 2111 61,7 AE
und bei Schaf Nr. 2113 65,0 AE. Die Gruppierung der
anderen G;-Werte um den Modalwert ist bei Schaf Nr.
2017 und Nr. 2113 nahezu symmetrisch, bei Nr. 2019 ist
eine deutlich negative Schiefe, bei Nr. 2111 eine positive
Schiefe zu erkennen. Letztere leitet vermutlich bereits zu
Zellen der S-Phase iiber. Bei Fall Nr. 2017 und Nr. 2019
treten je 29, Messwerte zwischen 110 und 123 AE auf.
Diese Werte kénnen mit Zellen der G,-Phase identifiziert
werden.

2. Absorptionsniveaukurven mit Normierung der Koor-
dinatenschnittpunkte. Die Absorptionsniveaukurven der
dreiuntersuchten Lymphozytenpopulationen zeigen unter-
schiedliche Positionen im Diagramm (Figur 2). Nach
einem unterschiedlich ausgedehnten steilen Anstieg erfolgt
ein mehr oder weniger gradliniger Verlauf bis zum Ordina-
tenschnittpunkt. Dementsprechend unterschiedlich ist die
Verteilung der DNS-Abnahme. Wahrend wir bei einer
Niveauschwelle von 609 aller Absorptionswerte bei
Nr. 2019 eine Abnahme des Gesamt-DNS-Gehaltes um
ca. 36% beobachten kbdnnen, betrigt bei derselben
Schwelle die DNS-Abnahme bei Nr. 2113 nur ca. 209
und bei Nr. 2111 schliesslich nur ca. 109,. Demzufolge
besteht allgemein eine starke Betonung der hohen Absorp-
tionsbereiche an der Bildung des Gesamt-DNS-Gehaltes.
Damit bildet der Absorptionsbereich von 60-1009%, bei
Nr. 2019 64%, des Gesamt-DNS-Gehaltes, bei Nr. 2113 ca.
809% und bei Nr. 2111 schliesslich sogar 90% des
Gesamt-DNS-Gehaltes. Die Divergenz der Kurvenliufe
wurde fiir die nahezu gradlinig verlaufenden Abschnitte
auch mittels linearer Regression objektiv dargestellt. Die
Konstanten fiir die Funktion ¥y = — ax - b waren dabei
fiir Fall Nr. 2111:a = 10,8, b = 80,6 fiir Fall Nr. 2113:a
= 12,0, b = 77,5; fiir Fall Nr, 2019:a = 9,5, b = 63,8.
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Dadurch ist die unterschiedliche Lage der linearen Regres-
sionslinien im Diagramm ersichtlich.

Statistische Erfassung. Die Abweichung des Kurven-
verlaufs von Fall Nr. 2111 gegeniiber dem des Falles
Nr. 2113 erwies sich im Bereich zwischen A = 259% und
A = 87,59, als hochsignifikant (p < 0,001), desgleichen
zwischen Fall Nr. 2111 und Nr. 2019 im Bereich von A =
12,5-62,59%. Auch die Abweichung zwischen Fall Nr. 2113
und Nr. 2019 war in den Bereichen A = 12,5509, und

= 75~ 100% hochsignifikant (p < 0,001).

Histologisch zeigen alle vier untersuchten Lymph-
knoten einen normalen Aufbau.

Diskussion. Bei dem Vergleich der erhaltenen Ergeb-
nisse zeigt sich sowohl im Histogramm als auch bei den
Absorptionsniveaukurven eine betrdchtliche Streubreite
der zytophotometrischen Messwerte.

In der Literatur wird das Auftreten einer solchen Streu-
ung an bestimmten Geweben innerhalb einer Tiergattung
gelegentlich beschrieben%15, Zum Teil wurde dies als
eine tatsichlich vorliegende Variation auf Grund erhéhter
Stoffwechselaktivitdt in verschiedenen Zellpopulationen
interpretiert1%.1?, zum Teil wurde die Bedeutung der von
der DNS-Konstanz abweichenden Befunde vollkommen
verneint und auf Messfehler zuriickgefithrti?.18, Es sind
ausserdem auch priparative Ungenauigkeiten bei der
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Fig. 2. Normierte Absorptionsniveaukurven (arithmetische Mittel-
werte),
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Herstellung, Fixierung und Firbung in Betracht zu
ziehen, die trotz gleicher und gleichzeitiger Behandlung
unwillkiirlich auftreten kénnen'®,

Bei den von uns untersuchten Schaflymphknoten ist
die Mdaglichkeit eines priparativen Fehlers sowohl durch .
eine rasche und gleichzeitige Herstellung als auch durch
die stets gleichzeitige weitere Behandlung der Priparate
auf ein Minimum reduziert worden. Dadurch wird deut-
lich, dass die hier aufgezeigten Schwankungen zwischen
den Normalpopulationen weitgehend von der Behandlung
unabhingig sind und demnach bei vergleichenden Unter-
suchungen beriicksichtigt werden miissen. Vergleicht man
die hier gefundenen Ergebnisse mit entsprechenden Unter-
suchungen an leukotisch verdnderten Lymphknoten??, so
zeigen letztere eine dhnlich breite Streuung der Mess-
werte wie die Ergebnisse aus der Normalpopulation. Eine
exakte Interpretation erscheint daher nicht méglich. Aus
diesem Grund erachten wir bei zytophotometrischen Un-
tersuchungen die Kontrolle mehrerer Normalpopulationen
als unbedingt notwendig.

Summayy. Cytophotometric investigations of lympho-
cytic populations of 4 sheeps were carried out to determine
the diploid standard value for comparative investigations
of lymph node cells from sheep with lymphatic leucosis.
Inspite of exact and simultaneous preparation there were
marked and significant differences in the histograms as
well as in the diagrams of absorption level separation.
Therefore, the control of several normal cell populations is
essential before starting cytophotometric investigations of
neoplastic cells.
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Effacts of Ethylnitrosourea on the Development of Brain

DruckrEY!-% and his associates, in their pioneering
studies on experimental brain tumors, have shown that
administration of Ethylnitrosourea (ENU)} to pregnant
rats produces brain tumors in the offsprings of these
animals. These investigations strongly suggest that ENU
can reach the developing embryos in rats transplacentally.
From neurcembryological viewpoint this technique pro-
vides a valuable experimental tool for the study of neuro-
embryogenesis in the raf.

Laboratory-bred Wistar albino rats were administered
ENU iv. between days 14 and 21 of gestation (dose:
60 mg/kg body weight). On each day of gestation at least
1 animal was injected with the chemical. From each litter
born to these animals 2 pups each were sacrificed on days
1, 3, 10, 15, 21 and 75 after their birth.

On macroscopic examination it was found that the
overall size of most of the brains was smaller than that of
normal brains of the same age, and this suggested that
ENU had interfered with the normal development of the
central nervous system. Cerebral cortex and cerebellum
were consistently affected, and brain stem and olfactory
bulbs did not appear affected. When the brains from all
the animals of 21 days age were placed in a series and
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