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The o b s e r v a t i o n s  r epo r t ed  he re in  show a d i s c r epancy  be-  
tween  t h e  acu te  effects of e l eva t ed  b lood  pressure  as pro-  
duced  b y  ang io t ens in  I I  a n d  ep i neph r i ne  on t h e  g r a n u l a r i t y  
of the  j u x t a g l o m e r u l a r  a p p a r a t u s  a n d  conf i rms  t he  pre-  
v ious ly  r e p o r t e d  obs e r va t i ons  of KATZ et  al. n .  A l t h o u g h  
b o t h  c o m p o u n d s  are va s ocons t r i c t i ve  agen t s  s,10,1~-~s t h e i r  
effects on  va r ious  vascu la r  beds  a p p e a r  to  differ  i n a s m u c h  
as ang io t ens in  I I  ha s  a p re fe ren t i a l  cons t r i c to r  ac t ion  on  
rena l  vessels  which  is n o t  possessed equa l ly  b y  epi- 
nephr ine .  McQIJEZN and  MORRISON 1~ h a v e  s h o w n  t h a t  
ang io t ens in  p roduces  m a r k e d  depress ion  of g lomeru la r  
f i l t r a t ion  ra te ,  whereas  ep inephr ine  causes  no  s ign i f ican t  
change  in  th i s  p a r a m e t e r  desp i te  cons iderab le  r educ t i on  
in  rena l  p l a s m a  flow. On t he  o t h e r  h a n d ,  ASSALI and  
WESTERSTEN 12, HERRICK et  al. s and  DEL GRECO a n d  
PAGE 15 h a v e  r epo r t ed  t h a t  ang io tens in  also p roduces  
reduced  rena l  b lood flow in t he  dog. I n  v iew of TOBIAN'S 
proposa l  t h a t  j u x t a g l o m e r u l a r  cell g r a n u l a r i t y  is inverse ly  
p r o p o r t i o n a l  to  t he  rena l  per fus ion  pressure  i t  is possible  
t h a t  the  changes  obse rved  in t h e  J G I  in t he  p r e s e n t  s t u d y  
m a y  be causa l ly  r e l a t ed  to d i f fe ren t  h e m o d y n a m i c  re- 
sponses of the  r ena l  va s cu l a t u r e  to  ang i o t ens i n  I I  and  
ep inephr ine .  

The  c o n t r a c t i o n  of i n t e r l o b u l a r  and  smal l  a r cua t e  
a r te r ies  in  r a t s  infused w i t h  ang io tens in  cor re la tes  well  
w i t h  t he  f ind ings  of KATZ e t  a1.11, b u t  ev idence  of de- 
gene ra t ive  changes  in t he  vessel  walls was n o t  observed .  
The  changes  wh ich  th i s  s u b s t a n c e  p roduces  in rena l  
h e m o d y n a m i c s  suggests  t h a t  t he  p re -g lomeru la r  vascu la r  
c o n t r a c t i o n  m a y  reduce  the  pressure  i m p i n g i n g  on t he  
j u x t a g l o m e r u l a r  ceils, t h e r e b y  p r o v i d i n g  the  s t imulus  for 
g ranu le  accumula t i on .  The  h y p e r e m i a  a n d  conges t ion  of 
g lomeru la r  capil lar ies ,  t he  d i l a t a t i o n  of pos t -g lomeru la r  
ve ins  and  p re -g lomeru la r  a r te r ies  and  ar ter io les  seen in 
t he  r a t s  infused w i th  ep inephr ine  sugges t  t h a t  vaso-  
res i s tance  m a y  be  pos t -g lomeru la r ,  t h e r e b y  e l eva t ing  
p re -g lomeru la r  a r te r ia l  pressure  a n d  vo lume,  th i s  pro-  
duc ing  s t r e t c h  wh ich  would  t h e n  ac t  as the  s t imu lus  for 
t he  s l ight  fall  in t he  JGI .  

The  r a p i d i t y  of the  change  in j u x t a g l o m e r u l a r  cell 
g r a n u l a r i t y  u n d e r  t he  cond i t ion  of ang io tens in  I I  infus ion  

in th i s  e x p e r i m e n t  suggests  also t h a t  a d i rec t  f eedback  
m e c h a n i s m  m a y  be  involved ,  qu i te  i n d e p e n d e n t  of h e m o -  
d y n a m i c  effects. E l u c i d a t i o n  of th i s  poss ibi l i ty ,  however ,  
m u s t  awa i t  f u r t h e r  e x p e r i m e n t a t i o n  in  w h i c h  hemo-  
d y n a m i c  changes  are control led .  

These  f ind ings  show t h a t ,  a l t h o u g h  b o t h  ang io t ens in  I I  
a n d  ep ineph r ine  are h igh ly  ac t ive  d i rec t  va socons t r i c to r s  
capab le  of m a i n t a i n i n g  e l eva t ed  systol ic  b lood  pressure ,  
t h e y  differ  in  t h e i r  effects  on  i n d i v i d u a l  va scu l a r  beds  a n d  
j u x t a g l o m e r u l a r  cell g r anu la r i t y .  

Zusammen/assung. I n  R a t t e n  wurde  d u r c h  In j  ek t ion  v o n  
Ang io t ens in  I I  u n d  E p i n e p h r i n  a k u t e r  sy s t emische r  Hoch-  
d r u c k  erzeugt .  Ang io t ens in  I I  v e r u r s a c h t e  K o n t r a k t i o n  
de r  k le inen  Ar t e r i en  m i t  Zy l inde rn  in d i s t a l en  A b s c h n i t t e n  
u n d  S a m m e l r 6 h r c h e n .  Der  Juxtaglomerul~Lre I n d e x  (JGI)  
war  le ich t  e r h 6 h t  (p < 0.02). E p i n e p h r i n  v e r u r s a c h t e  
e rheb l iche  H y p e r ~ m i e  u n d  D i l a t a t i o n  de r  k le inen  Ar-  
t e r i en ;  der  J G I  wa r  e twas  e rn ied r ig t  (p < 0,1). Die 
Ergebn i s se  zeigen, dass, obwohl  Ang io t ens in  I I  u n d  E p i n e -  
p h r i n  h o c h a k t i v e  V a s o k o n s t r i k t o r e n  s ind u n d  auch  er- 
h 6 h t e n  B l u t d r u c k  a u f r e c h t z u e r h a l t e n  ve rm6gen ,  sie ver -  
sch iedene  Ef fek te  au f  ind iv idue l le  Gef~ssbereiche h a b e n .  
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l~ber den zei t l ichen Ablauf der Akt iv ierung  von 
C y c l o p h o s p h a m i d  i m  Menschen  und die Te s tung  

der zy tos ta t i sch  akt iven  F o r m  an 
E h r l i c h - M i i u s e - A s z i t e s - T u m o r z e l l e n  

Die A k t i v i e r u n g  v o n  C y c l o p h o s p h a m i d  im mensch l i -  
chen  O r g a n i s m u s  is t  u n t e r  den  v e r s c h i e d e n s t e n  Gesichts-  
p u n k t e n  e r fo r sch t  worden.  U n t e r s u c h u n g e n  de r  t h e r a -  
peu t i s chen  E i g e n s c h a f t e n  des C yc l ophos pham i ds  u n t e r  
A n w e n d u n g  des T r a n s p o r t f o r m - W i r k f o r m - P r i n z i p s  s t a m -  
m e n  insbesonde re  v o n  DRUCKREY et  al. 1 

l~ber die Biochemie  de r  C y c l o p h o s p h a m i d a k t i v i e r u n g  
g ib t  es zahl re iche  P u b l i k a t i o n e n  m i t  zum  Teil  noch  un te r -  
sch ied l ichen  Meinungen.  Nach  A ns i ch t  von  ARNOLD 2 und  
BROCK et  al.a is t  die A k t i v i e r u n g  yon  C y c l o p h o s p h a m i d  
ein Oxyda t ionsprozess ,  der  a n  mik rosoma le  E n z y m -  
sys teme,  v o r  a l lem der  Leber ,  g e b u n d e n  ist. N a c h  RAUEN 
et  al. 4,5 s ind N-f i -ChlorAthyloxazol idon u n d  N-fl-Chlor- 
/ i thy laz i r id in  die E n d p r o d u k t e  de r  A k t i v i e r u n g  von  
Cyc lophosphamid .  

Mit  d e m  Mechan i s m us  der  z y t o s t a t i s c h e n  W i r k u n g  v o n  
a k t i v e m  Cyc lophosp ham i d  besch/ i f t ig te  sich HOLZER% 

der  die W i r k u n g  a lky l i e rende r  S u b s t a n z e n  a m  Beispiel  
T r e n i m o n  a n  der  H e m m u n g  der  MilehsAuregS.rung v o n  
Ehr l i ch -M~use -Asz i t e s -Tumorze l l en  u n t e r s u c h t e .  N a c h  
LlSS et  al. 7,s is t  die H e m m u n g  der  Milchs/ iuregArung 
d u r c h  a lky l ie rende  S u b s t a n z e n  die Folge e iner  p r im~ren  
Sch~tdigung der  Nukle ins~turesynthese  der  Zellen. 

F t i r  die in  v i t ro  T e s t u n g  de r  Sensibi l i t / i t  m e n s c h l i c h e r  
T u m o r e n  gegeni iber  C y c l o p h o s p h a m i d  b e n 6 t i g e n  wir  
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mensch l iches  S e r u m  m i t  e iner  m6g l i chs t  h o h e n  zyto-  
s t a t i s c h e n  Akt iv i tAt .  D es ha l b  in te ress ie r t  uns  das  Prof i l  
de r  z y t o s t a t i s c h e n  Akt ivi t~i t  im  m e n s c h l i c h e n  S e r u m  
n a c h  e iner  Cyc lophos pham i d i n j ek t i on .  A n g a b e n  dazu  fin- 
den  sich bei  BROCK et  al.3; ffir unsere  P r o b l e m a t i k  be- 
dur f t e  es j edoch  noch  we i t e re r  Kenn tn i s se .  

Wi r  t e s t e t e n  desha lb  die zy to s t a t i s che  W i r k s a m k e i t  
yon  m e n s c h l i c h e m  S e r u m  zu ve r sch i edenen  Zei ten  n a c h  
e iner  Cyc lophosphamid in j ek t i on .  Als T e s t s y s t e m  d i e n t e n  
uns  in v i t r o - K u l t u r e n  yon  Ehr l ich-M~tuse-Aszi tes-Tumor-  
zellen, de ren  V e r m e h r u n g  u n d  Milchs~iureg~irung wir  ver-  
folgten.  Es  wurde  die y o n  IX[EGELEIN 9 vorgesch lagene  
m a n 0 m e t r i s c h e  Techn i k  b e n u t z t .  

Material und Method& ~Vachs tum der  EMAC-Zel len  in 
v i t ro  in  e inem t e i l s y n t h e t i s c h e n  M e d i u m  m i t  20 V o l %  
m e n s c h l i c h e m  Se rum : Die Versuche  w u r d e n  u n t e r  s te r i len  
B e d i n g u n g e n  durchgef i ih r t .  I n  zy l indr i schen  Mano-  
metriegef~issen b e f a n d e n  s ich jeweils  12,5 ml  eines modi-  
f izier ten,  b i k a r b o n a t h a l t i g e n  P a r k e r - M e d i u m s  (NEGE- 
LEINg), welches 20 V o l %  des zu t e s t e n d e n  Se rums  
en th ie l t .  G e s t a r t e t  w u r d e n  die Versuche  m i t  e twa  2 �9 10 ~ 
Aszi teszel len pro Gef~tss. Die Zellen w u r d e n  jeweils a m  
6. Tag  n a c h  der  B e i m p f u n g  de r  M~iuse e n t n o m m e n  u n d  
m i t  i so toner  NaC1-L6sung in gee igneter  Weise  ve rd t inn t .  
De r  G a s r a u m  der  Manometr iegef i i sse  e n t h i e l t  eine 
Mischung  yon  1,5 V o l %  Sauers to f f  u n d  5 Vo l% Kohlen-  
d ioxyd  in  Stickstoff .  Die Gefiisse w u r d e n  im W a s s e r t h e r -  
m o s t a t e n  bei  35 ~ l a n g s a m  s c h a u k e l n d  bewegt ,  die zeit-  
l iche Z u n a h m e  der  Milchs~iureg~irung wurde  a m  Mano-  
m e t e r  abgelesen.  Bei  B e g i n n  u n d  a m  E n d e  des Versuchs  
wurde  die Zel lmenge gez~hlt .  

A u f a r b e i t u n g  der  B l u t p r o b e n :  W i t  e n t n a h m e n  B lu t -  
p r o b e n  u n t e r  Zugabe  yon  jeweils  2-3  Tropfen  H e p a r i n -  
L6sung  (25000 IE /ml )  au f  jeweils  10 ml  Blut ,  welche 
u n m i t t e l b a r  n a c h  de r  E n t n a h m e  zen t r i fug ie r t  wurden .  
Das  f ibe r s tehende  B l u t p l a s m a  wurde  4 ra in  bei  56~ 
i n a k t i v i e r t  u n d  b l ieb  ansch l iessend  1 h im E i s b a d  s tehen.  
D a d u r c h  wurde  bei  w e i t e s t g e h e n d e r  S c h o n u n g  des ak t i -  
yen  Cyc lophosphamids  eine Ausfg l lung sp~iter s t 6 r ende r  
Blute iweisse  erre icht .  Die P r o b e n  w u r d e n  d a n n  d u r c h  
Zugabe  v o n  jeweils  9,6 ml  W a s s e r  zu 8,0 ml  Se rum ver-  
d t i n n t  u n d  zur  K lg rung  10 m i n  h o c h t o u r i g  (15 000 U/min )  
zent r i fugier t .  Ansch l iessend  wurde  d u t c h  ein Bak te r i en -  
f i l ter  MG 5 s ter i l f i l t r ier t .  Das  Verd f innen  m i t  Wasse r  war  
zu r  E r l e i c h t e r u n g  de r  F i l t r a t i o n  no twendig .  

B e s t i m m u n g  de r  z y t o s t a t i s c h e n  Aktivi t~i t :  W i t  en t -  
n a h m e n  jeweils  zu den  Ze i t en  0, 15, 60, 120, 210 m i n  n a c h  
i n t r a v e n 6 s e r  I n j e k t i o n  v o n  10 m g / k g  Cyc l ophos phamid  
B l u t p r o b e n ,  die n a c h  d e m  obigen  Modus  au fgea rbe i t e t  
wurden .  

Ergebnisse. Zun~tchst ve rg l i chen  wir  W a c h s t u m  und  
Milchs iureg~irung von  EMAC-Zel len  u n t e r  d e m  Einf luss  
yon  20 V o l %  n o r m a l e m  m e n s c h l i c h e m  Se rum u n d  den  in 
i ib l icherweise  b e n u t z t e n  4 V o l %  Ki i lberserum.  Das  E r -  
gebn is  is t  in  F igu r  1 darges te l l t .  Die Z e l l v e r m e h r u n g  war  
in  be iden  F~illen e twa  gleich gross. I m  Versuch  m i t  
K ~ l b e r s e r u m  h a t t e n  sich die Zellen n a c h  23 h u m  198% 
u n d  i m  Versuch  m i t  m e n s c h l i c h e m  Se rum u m  185% ver-  
m e h r t .  Wie  aus  de r  A b b i l d u n g  zu e r sehen  ist, w a r  die 
Mi l chs~u reg i rung  im Ver such  m i t  m ens ch l i chem  S e r u m  
an fangs  13~ gr6sser  als i m  V er s uch  m i t  K~lberse rum.  
Die abso lu te  Z u n a h m e  de r  M i l c h s ~ u r e g i r u n g  war  in  bei- 
den  Ve r suchen  gleich gross. Die re la t ive  Z u n a h m e  war  
m i t  m e n s c h l i c h e m  Se rum e twas  ger inger  als m i t  K~tlber- 
serum.  

N a c h d e m  sich gezeigt  h a t t e ,  dass  no rma les  mensch l i -  
ches  S e r u m  n a c h  de r  b e s c h r i e b e n e n  V o r b e h a n d l u n g  u n d  
I n a k t i v i e r u n g  ke inen  zy t o s t a t i s chen  E f f e k t  ausfibt ,  wurde  
die zy to s t a t i s che  Aktivi t~i t  des Se rums  n a c h  Cyclophos-  
p h a m i d g a b e n  in Abh~Lngigkeit von  de r  Zei t  pos t  injec-  

t i o n e m  u n t e r s u c h t .  Das  E r g e b n i s  eines r e p r ~ s e n t a t i v e n  
Versuches  is t  in  F igu r  2 darges te l l t .  Aus dieser  geh t  her-  
vor ,  dass  n a c h  i n t r a v e n S s e r  Gabe  y o n  Cyc lophosphamid  
die zy to s t a t i s che  Aktivi t~i t  im  mensch l i chen  Se rum e twa  
2 h n a c h  de r  I n j e k t i o n  ih r  M a x i m u m  erreichte ,  d a n a c h  
n a h m  die zy to s t a t i s che  Akt iv i tXt  wieder  ab. E i n  ~hnl iches  
Bi ld  zeigte der  Ver lau f  de r  geb i lde t en  Milchs~turemenge. 
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Fig. 1. Vergleich der Wirksam- 
keit yon K~ilberserum und 
menschlichem Serum. I: Ver- 
such mit 5 Vol% K~ilberserum. 

4h II: Versuch Init 20 Vol% 
menschlichem Serum. 
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Fig. 2. Zytostatische Aktivit~it im menschlichen Serum nach intra- 
ven6ser Gabe yon Cyclophosphamid zu verschiedenen Zeiten post 
injectionem, gemessen an der Wirkung auf Ehrlieh-M~iuse-Aszites- 

Tumorzellen. 

Summary. The  cy tos t a t i c  ac t ion  of h u m a n  blood serum, 
fol lowing i n t r a v e n o u s  in jec t ion  of cyc lophosphamid ,  on  
cell p ro l i fe ra t ion  and  lact ic  p r o d u c t i o n  of Eh r l i ch  mouse  
asci tes  t u m o u r  cells in  v i t ro  was tes ted .  The  m a x i m u m  
cy tos t a t i c  a c t i v i t y  was found  2 h a f t e r  in ject ion.  

ST. TANNEBERGER u n d  E. I~EGELEIN 

Institut f~r Krebs/orschung, dbteilung Chemotherapie und 
Institut [;tr Zellphysiologie der Deutschen .4 kademie der 
Wissenscha/ten zu Berlin, 1 J 75 Berlin-Buch (DDR), 
7. Miirz 7966. 

9 E. NEGELEIN, I. LEISTNER und L. JXHNICHEN, vorgetragen au~ 
der Jahrestagung der Arbeitsgemeinsehaft ]3iochemie der DDR, 
Magdeburg 1965, Acta biol. reed. germ., im Druck (1966). 


