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Une m~thode simple d'hypothermie 
exp~rimentale 

Le p r inc ipe  de la  m 6 t h o d e  expos6e es t  de  faire  p e r d r e  de 
la c h a l e u r  h l ' a n i m a l  p a r  c o n t a c t  sous -cu t an6  avec  u n  
v o l u m e  d ' e a u  froide s ' 6cou lan t  ~ v i tesse  var i6e  e t  s6par6 
des t i ssus  e n v i r o n n a n t s  p a r  une  couche  mince  de la tex .  

L ' a n i m a I  anes thes i6  (nous  a v o n s  ut i l is6 des  cha t s )  es t  
p lac6 su r  la t a b l e  d ' o l ~ r a t i o n  e t  u n  t r o i c a r t  es t  i n t r o d u i t  
d a n s  le t i s sus  sous -cu tan6  a b d o m i n a l .  Apr~s avo i r  re t i r6  
le m a n d r i n ,  on  c o n n e c t e  le t u b e  ~ une  p o m p e  de b i cyc l e t t e  
ou t o u t  a u t r e  appa re i l  de compress ion .  On  insuff le  a ins i  
de l ' a i r  c o m p r i m 6  d a n s  les t issus,  de  man i~ re  ~ p r o v o q u e r  
le d6co l l emen t  de  ta  peau  e t  la f o r m a t i o n  d ' u n e  poche  
assez v o l u m i n e u s e  (500 ml  environ)•  Le r6 f r ig6ra teur  con-  
s is te  en  u n  c o n d o m  ord ina i re ,  a u x  d e u x  b o u t s  oppos6s  
d u q u e l  s o n t  fix6s d e u x  t u b e s  m6ta l l iques  de que tques  
cen t im~ t r e s  de  longueur .  Le r6 f r ig6ra teur  es t  i n t r o d u i t  
d a n s  la poche  5~ a i r  p a r  la p o n c t i o n  du  t r o i c a r t  e t  p a r  une  
seconde  ponc t ion ,  on  fa i t  r e s so r t i r  u n  des t u b e s  du  c6t6 
oppos6.  De ce t t e  fa~on le c o n d o m  t o u t  e n t i e r  se t r o u v e  
d a n s  la  poche  sous-cutan~e.  

I1 ne res te  p lus  q u ' a  m u n i r  les d e u x  e m b o u t s  de  t u b e s  
en  caou tchouc ,  F un  d ' e u x  6 t a n t  reli6 au r o b i n e t  ~ eau.  

U n e  lois le sys t~me r6f r ig6ra teur  r empl i  d ' eau ,  la v i tesse  
d ' 6 c o u l e m e n t  e t  le v o l u m e  du c o n d o m  son t  r~gl~s en 
m a n i p u l a n t  le r o b i n e t  e t  une  p ince  de H o f f m a n n  mon t~e  
sur  le t u b e  de sort ie .  

P e n d a n t  la p lus  g r a n d e  p a r t i e  de l ' ann6e ,  l ' eau  de Sofia 
a une  t e m p 6 r a t u r e  de 6 5. 8 °, a m p l e m e n t  su f f i san te  p o u r  
a m e n e r  une  baisse  de la t e m p e r a t u r e  rec ta le  de 8 ~ 9 ° en  
l ' e space  d ' u n e  heu re  env i ron .  On peu t ,  n a t u r e l l e m e n t ,  
o b t e n i r  u n e  r6f r ig6ra t ion  c o m p l 6 m e n t a i r e  de l ' eau  m o y e n -  
n a n t  u n  r ec ip i en t  de glace i n t r o d u i t  d a n s  le c i rcui t .  

La  s impl ic i t6  de la m 6 t h o d e  p e r m e t  son  ap p l i c a t i o n  
d a n s  n ' i m p o r t e  quel  l abora to i re ,  E n  v a r i a n t  le deb i t  d ' eau ,  
la  v i t esse  de la r6f r ig6ra t ion  p e u t  8 t re  regl6e A volont6 .  E n  
ou t re ,  ~ la f in  de  t 'exp6r ience,  il suff i t  p o u r  r6chauf fe r  
l ' a n i m a l  de faire passer  de l ' eau  ~. 38 ° p a r  le m6me  circui t .  

Summary. E x p e r i m e n t a l  h y p o t h e r m i a  is i n d u ced  b y  
c i r cu la t ing  cold t a p  w a t e r  t h r o u g h  a l a t ex  r e se rvo i r  
i n t r o d u c e d  s u b c u t a n e o u s l y  in the  a b d o m i n a l  region.  

] .  M E Z A N  

Institut Neuro-psychialrique, So/ia (Butgarie), le 7 ]uillet 
1961. 

Quantitative Bestimmung der Zellwachstums- 
hemmung 

B e k a n n t l i c h  ge l ing t  es n a c h  de r  M e t h o d e  yon  PUCK u n d  
MARCUS 1, die d a n n  yon  uns  v e r e i n f a c h t  w u r d e  (EDLIN- 
GER2), aus  e inze lnen  St~ugetierzellen m a k r o s k o p i s c h e  Ko- 
lonien  zu e rha l t en .  D a m i t  k a n n  - ahn l i ch  wie bei B a k t e -  
r i e n -  n u n  a u c h  bei m e n s c h l i c h e n  Zellen die H e m m u n g  de r  
Ko lon i eb i l dung  d u r c h  e in  Agens  (zum Beispiet  Sch langen-  
gift, EDLINGER u n d  DIETEL s, R 6 n t g e n s t r a h l e n ,  DIETEL- 
MAUERSBERGER u u d  EDLINGER 4) als I n d i k a t o r  de r  cy to-  
s t a t i s c h e n  W i r k u n g  des Agens  v e r w e n d e t  werden .  

W i r  u n t e r s u c h t e n ,  ob  m i t  Hilfe  dieser  M e t h o d e  eine 
q u a n t i t a t i v e  in-vitro-Priifung yon  c h e m i s c h e n  Ve rb in -  
d u n g e n  au f  ihre  z e l l w a c h s t u m s h e m m e n d e  F / ih igke i t  m6g-  
l ich ware .  

Fi i r  unsere  U n t e r s u c h u n g e n  v e r w e n d e t e n  wi t  den  Zell- 
s t a m m  D e t r o i t  6 (der aus  e iner  K n o c h e n m a r k m e t a s t a s e  
e ines  m e n s c h l i c h e n  L u n g e n c a r c i n o m s  yon  BERMAN u n d  
STULBERG 5 isol ier t  wurde) ,  aus  d e m  wir  d u t c h  m e h r f a c h e  
P a s s a g e n  in K o l o n i e k u l t u r e n  eine Ze l lpopu la t ion  selek- 
t i e r t en ,  die s ich d a d u r c h  ausze ichne te ,  dass  st/~ndig ein 
h o h e r  P r o z e n t s a t z  y o n  isol ier t  ausgesAten Zellen Koton ien  
b i lden  k o n n t e  (Ko lon ieb i ldungsve rm6gen) .  Das  yon  uns  
v e r w e n d e t e  M e d i u m  b e s t a n d  aus  e inem le ich t  modif i -  
z ie r ten  E a g l e - M e d i u m  (EAGLE s) m i t  20% K/ i lberserum.  

Zur  P r i i fung  v e r w e n d e t e n  wir  fiinf S u b s t a n z e n ,  die uns  
in  d a n k e n s w e r t e r \ V e i s e  yon  d e r C I B A A k t i e n g e s e l l s c h a f t ,  
Base l ,  P h a r m a z e u t i s c h e  A b t e i l u n g ,  f i b e r l a s s e n  w o r d e n  
s i n d :  Ac t id ion  (Ant ib io t i cum) ,  9820 ( A e t h o x y d i n a p h t y l -  
m e t h a n ) ,  6005 (Phenan th ry l - imidazo l in ) ,7134  (Diphenyl-  
i m i d a z o l i n o - m e t h y l a m i n ) ,  3124/51 ( T o l y l - i m i d a z o l i n o -  
m e t h y l a m i n )  (KRADOLFER und  SCHAR?), Es  w u r d e n  in 
N~ihrmedium l p r o z e n t i g e  S t a m m l 6 s u n g e n  he rges te l l t  und  
d u t c h  wei tere  V e r d t i n n u n g  im M e d i u m  die Ve r suchskon -  
z e n t r a t i o n e n  er re ich t .  

Die  aus  4 -5  Tage  a l t e n  d i c h t e n  Ze l l ku l t u r en  d u t c h  
T r y p s i n i e r e n  u n d  e inmal iges  W a s c h e n  in P B S  e r h a l t e n e  
Zel l suspens ion  wurde  d u r c h  m e h r m a l i g e s  Ausz~ihlen in der  
F u c h s - R o s e n t h a l s c h e n  ZS.hlkammer  au f  ihre  Zel lzahl  be- 
s t i m m t  u n d  d a n n  bei  s t e t i g e m  D u r c h p i p e t t i e r e n  in N~hr -  
m e d i u m  so v e r d i i n n t ,  dass  10 ml  M e d i u m  einige H u n d e r t  
Zellen en th i e l t en .  
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Fig. 1. Demeterflasche mit 400 Dctroitzellen beimpft nach 12 Tagen 
Kultur bei 37°C. Das Medium wurde entfernt und die Zetlkolonien 

mit Methylenblau angef/irbt. 
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Mi t  G u m m i s t o p f e n  versch lossene  D e m e t e r f l a s c h e n  er- 
h i e l t e n  je  1 0  ml  Medium.  E i n  Tei l  de r  K u l t u r e n  b l ieb  als 
Kon t ro l l e  u n b e h a n d e l t ,  die a n d e r e n  e rh i e l t en  ve r s ch i edene  
K o n z e n t r a t i o n e n  de r  zu p r i i f enden  Subs t anz .  P r o  V e r s uch  
v e r w e n d e t e n  wir  jeweils  5 K u l t u r f l a s c h e n  ffir die Kon t ro l l e  
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Fig. 2. In Abseisse log der Dosis in [xg/ml, in der Ordinate der Pro- 
zentsatz des Koloniebildungsverrn6gens in Probitanordnung. 

5 = mittlere cytostatische Wirkung (MCD60); ~ 6 0 0 5 ; - - - - =  
3124]51; . . . .  9820; . . . . . .  7184; . . . . . .  Aetidion. 

u n d  fiir jede  gepr i i f te  K o n z e n t r a t i o n .  N a c h  10-12 T a g e n  bei  
37 ° w u r d e n  die m a k r o s k o p i s c h  s i c h t b a r e n  Ko lon ien  aus-  
gezAhlt  (F igur  1). 

I n  den  K o n t r o l l f l a s c h e n  k o n n t e  d e r  gr6ss te  Teil  de r  aus-  
ges~ ten  Zellen I (o lon ien  b i lden.  I m  Verg le ich  zu den  m i t  
S u b s t a n z  b e h a n d e l t e n  K u l t u r e n  w u r d e  die Ko lon iezah l  
de r  K o n t r o l l e n  als 100% a n g e g e b e n  u n d  d a n n  de r  P r o z e n t -  
sa tz  de r  e n t s t a n d e n e n  Ko lon ien  in den  Ver suchs f l a schen  
b e s t i m m t .  Die  e r h a l t e n e n  I~esul ta te  w u r d e n  n a c h  d e m  
P r o b i t v e r f a h r e n  b e h a n d e l t  u n d  die m i t t l e r e  w a c h s t u m s -  
h e m m e n d e  Dosis  (MCDs0) b e s t i m m t  (Figur  2). Die Sub-  
s t a n z e n  6005 u n d  9820 s ind besonde r s  w i r k s a m :  MCDs0 
20 bzw.  80 ~xg/ml. 

SVir s ind de r  Ans ich t ,  dass  s ich die b e s c h r i e b e n e  M e t h o d e  
fiir ein <dn vitro s c r e e n i n g ,  c y t 0 s t a t i s c h e r  S u b s t a n z e n  sehr  
g u t  e ignen  k a n n .  Sic is t  r e l a t i v  e in fach  u n d  ben f i t z t  als 
Masse inhe i t  die V e r m e h r u n g s f ~ h i g k e i t  der  Zelle selbst .  
Al le rd ings  k a n n  s i e  n i c h t  zwischen  c y t o s t a t i s c h e r  u n d  
c y t o t o x i s c h e r  W i r k u n g  u n t e r s c h e i d e n ,  d a  die V e r h i n d e -  
r u n g  de r  Ko lon i eb i l dung  sowohl  d u r c h  ~ V a c h s t u m s h e m -  
m u n g  als a u c h  d u r c h  den  Zel l tod e n t s t e h t  8, 

Summary. The  inf luence  of f ive  e y t o s t a t i c  s u b s t a n c e s  
on  t h e  co lony - fo rming  c a p a c i t y  of cells of t h e  s t r a i n  
D e t r o i t  6 was  examined ,  a n d  t he  a d v a n t a g e s  of t h i s  
m e t h o d  for  t he  in vitro sc reen ing  of c y t o s t a t i c  s u b s t a n c e s  
was  p o i n t e d  out .  

E.  El)LINGER 

Institut [i~r Virologic der Humboldt-Universitdt (Charitd), 
Berlin(Deutschland), 12. Juni,  1967. 
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