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Beeinflussung des Generationszyklus und seiner Teilphasen bei Ehrlich-Aszitestumoren ver-

schiedener Ploidie durch Cyclophosphamid

In fritheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass zwi-
schen dem diploiden (EAT dipl.) und hypertetraploiden
Ehrlich-Aszitestumor (ELT) deutliche Unterschiede im
Zellzyklus (Generationszeit und Teilphasen) bestehen?. In
den vorliegenden Untersuchungen wurde gepriift, wie sich
die zytostatische Wirkung von Cyclophosphamid (Endo-
xan®) auf diese in ihrem Zellzyklus unterschiedlichen Tu-
morzellstimme auswirkt. Die Bestimmung des Zellzyklus
erfolgte nach der Methode der markierten Mitosen
(%-MM-Methode) nach QUASTLER und SHERMAN? sowie
nach dem Doppelmarkierungsverfahren?.¢. Einzelheiten
zur Methode siehe bei LENNARTZ, MAURER und EDERS.

Uwntevsuchungsgut und Methodik. Zur Tumorerzeugung
wurden mainnlichen NMRI-Mdusen (Institut fiir Ver-
suchstierzucht, Hannover; Gewicht: ca. 25g) jeweils
20x 10% Tumorzellen i.p. appliziert. Cyclophosphamid
(CPh) wurde einmalig i.p. verabreicht (100 mg/kg).

% -MM-Methode. 120 Méause erhielten 2 h nach CPh-
Injektion einmalig Thymidin-Methyl-*H i.p. (50 uCi;
2,0 Ci/mmol; NEN Corp., USA). Die Thymidin-Injektion
mit nachfolgender Totung der Versuchstiere in gestaffel-
ten Zeitintervallen entsprechend der 9,-MM-Methode
erfolgte beim EAT dipl. am 4., beim ELT am 2. bzw.
4. Tag post inoc. Bestimmung des Prozentsatzes der
markierten Mitosen bezogen auf alle Mitosen auf den von
Aszitesausstrichen hergestellten Autoradiogrammen (K,-
Emulsion, Ilford, London).

Doppelmarkierungsverfahven. 10 EATdipl.-Tiere erhiel-
ten am 5., je 10 ELT-Tiere am 2. bzw. 5. Tag post inoc.
2 h nach CPh-Zufuhr eine erste i.p.-Injektion von Thy-
midin-2-¥C (10 uCi; 25-30 mCi/mmol; NEN Corp., USA-
und 1 h spidter eine zweite i.p.-Injektion von Thymidin)
Methyl-*H (100 pCi; 2,0 Cifmmol).

Bestimmung des Verhiltnisses aller 4C-markierten
Kerne (mit und ohne 3H-Markierung) zu den rein 3H-
markierten Kernen sowie des 3H-Markierungs-Index (Pro-
zentsatz aller 3H-markierten Zellen bezogen auf alle Zel-
len) auf den von Aszitesausstrichen hergesteliten Auto-
radiogrammen (G;-Emulsion, Ilford, London). Aus der
Hiufigkeit der verschieden markierten Kerne und dem
3H-Markierungs-Index wurde die DNS-Synthesezeit (S)
und Generationszeit (T) berechnet, nachdem G,+M
(= pramitotische Ruhephase + Mitosedauer) durch die
%-MM-Methode bestimmt worden war. Berechnungs-
methode siehe bei LENNARTZ, MAURER und EDERS.

Evgebmisse. Die Ergebnisse sind in der Tabelle zusam-
mengefasst. Beim EATdipl. findet sich im Stadium des
exponentiellen Wachstums (5. Tag) nach Verabreichung
von CPh eine Verldngerung der DNS-Synthesezeit von
9 auf 22,5h nach dem Doppelmarkierungsverfahren
(DMYV), von 11 auf 23,5 h nach der 9%,-MM-Methode. Die
verschiedenen Methoden lieferten somit gut iibereinstim-
mende Werte. Die mittlere Zeitdauer fiir (G,+ M) zeigt
nach CPh ebenfalls eine Verlingerung, und zwar von 5
auf 12h. Die Generationszeit dieses Tumorstammes
wurde nach CPh-Behandlung von 24 auf 46 h verldngert.

Beim hypertetraploiden Ehrlich-Aszitestumor (ELT)
findet sich nach CPh-Behandlung im frithen Stadium des
exponentiellen Wachstums (2. Tag) nach dem Doppelmar-
kierungsverfahren eine Verlingerung der S-Phase von 19
auf 27 h; nach der 9%,-MM-Methode ergibt sich nach CPh-
Behandlung eine DNS-Synthesezeit von ca. 25h. Die
Untersuchung des ELT am 5. Tag post inoc. (nicht mehr
streng exponentielles Wachstum) erbrachte nach dem
Doppelmarkierungsverfahren zwischen dem unbehandel-
ten Tumor (S = 19,5 h) und dem behandelten (S = 19,8 h)

keinen Unterschied in der Linge der DNS-Synthesezeit.
Mit der %,-MM-Methode wurde zu diesem Untersuchungs-
zeitpunkt am ELT nach Behandlung mit CPh eine DNS-
Synthesephase von 25 h ermittelt. Gegeniiber der friiher
bestimmten DNS-Synthesezeit des unbehandelten Aszi-
testumors zum gleichen Untersuchungszeitpunkt weicht
dieser Wert nur um 4 h ab. Wahrend in der friihen expo-
nentiellen Wachstumsphase (2. Tag) nach dem Doppel-
markierungsverfahren beim ELT eine Verlingerung der
Generationszeit von 37,5 auf 52,5 h gefunden wurde, war
dies zu einem spateren Untersuchungszeitpunkt (5. Tag)
nicht mehr nachweisbar.

Soweit die Untersuchungsergebnisse anderer Autoren$7?
mit den eigenen Befunden vergleichbar sind, ergibt sich
eine Ubereinstimmung. Die eigenen Untersuchungsergeb-
nisse zeigen aber, dass, wie aus der Tabelle hervorgeht, un-
abhingig von der in anderen unverdffentlichten Unter-
suchungen beim diploiden und tetraploiden Ehrlich-
Aszitestumor festgestellten Wachstumshemmung be-
trichtliche Unterschiede in der Auswirkung der CPh-
Behandlung auf die Proliferationskinetik von Tumor-
zellen in Abhdngigkeit vom Tumorzellstamm bestehen?®.

Zusammenstellung der fiir den diploiden (EATy;p;,) und hypertetra-
ploiden (ELT) Ehrlich-Aszitestumor erhaltenen Ergebnisse nach
dem Doppelmarkierungsverfahren (DMV) und der Methode der
markierten Mitosen (9%-MM) nach Cyclophosphamid-Behandlung
{CPh) und bei Kontrolltieren (K}

Tumorart DNS- Gene-  (Gy+ M),
Synthesezeit rations-
(S) h zeit
DMV  ¢%-MM (T)h h
EAT diploid CPh 22,5 23,5 45 12
5. Tag K 9 11= 24 5a
ELT hypertetraploid CPh 27 25 52,5 13
2. Tag K 19 - 37,5 ca. 7
ELT hypertetraploid CPh 19,8 25 41,5 12
5. Tag K . 19,58 21s 41,20 7w

(Gg +M),, = mittlere Zeitdauer fiir primitotische G,-Phase + Mitose.
» Nach LENNARTZ, MAURER und EpEr?’.
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EXPERIENTIA 25/5

Summary. The effect of the alkylizing agent cyclo-
phosphamide (100 mg/kg i.p.) on the cell cycle of the
diploid (EAT dipl.) and hypertetraploid (ELT) Ehrlich
ascites tumor growing in the peritoneal cavity of male
NMRI-mice has been studied by autoradiography with
H3- and Cl4-thymidine (double labelling technique and
method of labelled mitoses). The results suggest that the
proliferation kinetics of tumor cells after administration
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of cyclophosphamide is dependent essentially on the type
of tumor strain tested.

K. J. LENnNarTZ, K. D. SIEMONEIT,
K. U. BaanTJE und M. EDER

Pathologisches Institut dev Universitdt Koln
(Deutschland), 11. Dezember 1968.

Immunoglobulins in Human Fetal Sera at Different Stages of Gestation

The synthesis of IgM has been demonstrated in the
human fetus on the twelfth week of gestation, and that
of 1gG somewhat later®2. Cells producing IgA have not
been found prenatally, although at least one-third of
neonates have this immunoglobulin in the serum? 4. IgG
in the fetal circulation is derived almost totally from the
mother, and its level rises evenly towards birth3-8. The
occurrence of IgD at birth is doubtful®. Information
about IgM and IgA in the fetal serum at different stages
of development is scanty and merely qualitative?; only
vAN FUrTH et al.l have reported IgM levels from 0.010
to 0.146 mg/ml in 11 out of 15 fetuses with a crown-heel
length of 22.5-39.5 cm.

We have studied IgM, IgA, IgG and IgD in a group
of fetal umbilical cord sera from different stages of
gestation, in a group of cord sera from putatively healthy
full-term new-borns taken at delivery, and in correspond-
ing maternal sera taken on the same day as the fetal and
neonatal samples. The fetal sera were from legal abortions
and premature births without any evidence of infection.
They were collected carefully avoiding contamination
with the maternal blood. The sera were stored at — 40°C
until examined. The level of IgM, IgA and IgG was
determined by radial immunodiffusion in agar!®. Com-
mercial specific antisera were used: rabbit anti-IgM and
anti-IgG from’ Behringwerke AG (lot Nos. 1374 C and
1334 B) and goat anti-IgA from Hyland ILaboratories
(lot No. GP 9-65). Afterwards we became aware that
these antisera might give some cross reactions; all results
less than 0.1 mg/ml have been contirmed by the use of
antisera prepared by us. Our antiserum to 1gM has already
been described!!, anti-IgA and anti-IgG were prepared
by immunizing rabbits with the respective immuno-
globulins. IgA was isolated from human colostrum by a
combined procedure!®13, IgG was purified by DEAE-
cellulose chromatography of serum. Anti-IgA was made
monospecific by absorption with IgM and IgG, anti-IgG
with IgM and IgA. The occurrence of IgD was examined
by double diffusion in agar with rabbit anti-IgD from
Behringwerke AG (lot No. 1310). Reference sera containing
known amounts of IgM, IgA and IgG were supplied by
Behringwerke AG and Hyland Laboratories. The varia-
tion coefficient for IgM quantitation was 159%,, for IgA
189, and for IgG 8.3%,, each calculated from 4-6 deter-
minations of one fetal sample on different plates.

The results are shown in the Figures 1 and 2. The
smallest fetus with determinable IgM was of a crown-heel
length of 14.0 cm and weighed 75 g. Out of 26 fetuses
below 25 cm, IgM was demonstrated in 13. It was always
found in the fetuses greater than 25 cm (after the 20th
week of gestation), and in the full-term new-borns. The
neonatal level was 0.13 4 0.14 mg/ml (mean 4 S.D.)
being one-eighth of the maternal concentration. A cor-
relation between the fetal length and log IgM concentra-

tion could be observed (r = 0.85, P <10-%). IgA was
demonstrated in the sera of 3 prematures; at the earliest
in one of 41 cm and 1680 g. In the neonates it was found
in 30 from 81 (379%,). The neonatal mean value, including
zeroes, was 0.02 4 0.10 mg/ml. The maternal level was
one hundred times greater. Concordant cord/maternal
ratios and cord concentrations for IgM and IgA have
been reported previously%15. Neither the neonatal IgM
nor IgA value was dependent on the maternal one. No
correlation could be observed between the levels of IgM
and IgA in the neonates.

Linear correlation was established between the fetal
length and log IgG concentration (» = 0.81, P < 10-%).
1gG was found in all sera studied. The neonatal mean
12.0 4- 4.3 mg/ml was significantly higher than that of
their own mothers, 8.6 4 3.2 mg/ml (P < 0.01 by Stu-
dent’s #-test). These observations are consistent with
previous results based on electrophoretic® ¢ and immuno-
chemicall%:1? TgG determinations as well as with the
transfer from mother to fetus of specific viral and bac-
terial antibodies of IgG class!®. Agreement was also found
with the conclusion!?-1® that maternal and neonatal anti-
body levels are not directly correlated.
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