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shows that the yolk sac bound iron from serum nearly as
well as from FeCl,. The bottom curve in the Figure
shows that chorioallantoic tissue had low capacity to
bind iron from serum. In 1 h yolk sac tissue had bound
0.90 ng/mg iron while chorioallantoic tissue had bound
only 0.03 ng/mg. This discrimination did not appear
between the 2 placental tissues when iron was taken up
from FeCl,.

The effects of metabohc inhibitors on in vitro iron
binding from rat serum by chorioallantoic and yolk sac
tissues are shown in the Table. In one set of experiments
FeCl, was substituted for serum. Yolk sac binding was
reduced by sodium arsenite, rotenone and ethacrynic
acid 95% (P < 0.001) 82% (P < 0.001) and 46Y%
(P < 0.001) respectively. Rotenone and ethacrynic acid
did not affect binding significantly in chorioallantoic
tissue and sodium arsenite produced an unexpected 399,
increase (P < 0.01). Ethacrynic acid and rotenone were
dissolved in 0.49, ethyl alcohol. This concentration of
alcohol did not significantly modify control values. Yolk
sac iron binding from FeCl; decreased somewhat (199%)
with sodium arsenite, but chorioallantoic binding was
relatively unaffected.

The effects of proteolytic enzymes on in vitro iron
binding from serum are shown also in the Table. Trypsin
reduced binding in chorioallantoic and yolk sac tissues
399, (P < 0.01) and 659 (P < 0.001), and papain
reduced binding 299, (P < 0.025) and 77% (P < 0.001),
respectively. Chymotrypsin was the least effective,
reducing binding in chorioallantoic and yolk sac tissues
239, (P < 0.05) and 29% (P < 0.025). It is not likely
that the enzymes produced their effects through prote-
olysis of transferrin since AzaRl and FEENY!? have
shown that transferrin is resistant to trypsin and chymo-
trypsin. Although iron and iron-transferrin have been
reported to chelate with several compounds!!, no work
has shown that iron-transferrin chelates with metabolic
inhibiting or proteolytic agents. The.responses to these
agents by the yolk sac resembles the process which has
been described for the reticulocyte by JANDL et all2
These have been used as arguments for cellular reception
of iron from irontransferrin as being a process requiring
metabolic energy and a protein receptor.

Previous in vivo experiments indicate that the rat yolk
sac on days 14, 16, 18 and 20 has a relatively short-span
capability of transmlttmg iron to the fetus (429 of
intracardiac injected iron on day 16 only)¢. There was no

Anderungen der Zellzyklusparameter chinesischer

gemessen am Impulszytophotometer

Unter hypoxischen Bedingungen treten Anderungen
im Proliferationsverhalten chinesischer Hamsterfibro-
blasten in vitro auf. Autoradiographische Untersuchungen
der Flussraten von einer Zyklusphase zur anderen ergaben,
dass auch die Verteilung der Zellen auf die einzelnen
Zyklusphasen verschoben wird. Mit Hilfe der Impuls-
zytophotometrie kann die Verteilung der Zellpopulation
auf die verschiedenen Zellzyklusphasen nach zunehmen-
den Zeiten der Hypoxie gemessen werden.

Matevial und Methode. Chinesische Hamsterzellen vom
Stamm' B-14 wurden als Monolayer in Glas-Vierkant-
flaschen (Schott) kultiviert. Das Ndhrmedium bestand
aus Eagle’s MEM und 109, Kéilberserum.

Zur Herstellung der hypoxischen Bedingungen wurden
die Zellkulturen kontinuierlich mit einem wasserdampf-
gesdttigten Stickstoff-Kohlendioxid-Gasgemisch begast.

Specialia

EXPERIENTIA 29/4

appreciable storage of iron either in the yolk sac or
chorioallantois on those days. The present in vitro
experiments dermonstrate that yolk sac tissue has a high
binding affinity for iron on day 16. This may be related
to the apparent.ability of the organ to transfer iron to the
fetus on that day. The binding seems to be metabolically
sensitive and is decreased by proteolytic enzymes,
indicating the possibility of a receptor relationship.

Chorioallantoic tissue on day 16 has a low binding
affinity for iron from serum. The binding is metabolically
insensitive and is only mildly affected by proteolytic
enzymes. Nevertheless, the chorioallantois, as pre-
viously shown.on day 16, still apparently conveys the
major portion of iron to the fetus (589%,). At this time the
physical size or bulk of the chorioallantois is about
10 times greater than the yolk sac. These results are made
more interesting in light of the recent suggestion of
MaNsoUR et al.2® that an iron transport system matures
in the rat placental cell membrane between days 14 and 17
and becomes efficient by day 20.

Zusammenfassung. Nachweis, dass das Eisenbindungs-
vermégen der Dottersackplacenta bedeutend grosser ist
als bei der chorioallantoiden Placenta und dass diese auch
unter der Einwirkung von den Stoffwechsel beeinflussen-
den Stoffen ein verschiedenes Verhalten zeigt.
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Hamsterfibroblasten unter chronischer Hypoxie,

Zur Messung des DNS-Gehaltes der Zellen im Impuls-
zytophotometer wurden die Zellen zundchst vom Boden
der Kulturflaschen durch Trypsineinwirkung abgelost,
abzentrifugiert und mit 0,99, iger NaCl-Losung gewaschen
(Zentrifugation bei 200 g fiir 5 min). Ca 10% bis 108 Zellen
wurden dann durch Eintropfen in 20 ml absoluten Alko-
hols fixiert. Dabei wurde die Probe zur Vermeidung von
Zellverklumpungen apparativ geschiittelt. Nach 20 min
wurden die Zellen durch Zentrifugation vom Alkohol
getrennt und wieder mit physiologischer Kochsalzldsung
gewaschen. Anschliessend erfolgte eine Resuspension und
istiindige Inkubation der Zellen in 10 ml einer 0,1%igen
RNase-Losung (50 E/mg, DNasefrei) bei 37°C im Wasser-
bad. Nach erneuter Waschung der Zellen mit physiolo-
gischer Kochsalzldsung wurden die Zellen in 10 ml einer
0,001%igen gepufferten Ethidiumbromidlésung gefarbt.
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Frithestens 20 min nach der Fluorochromierung wurde der
DNS-Gehalt der Zellen im Impulszytophotometer (ICP)
der Fa. Phywel, Gottingen, gemessen. Die Arbeitsweise
dieses Fluoreszenz- und Durchflusszytophotometers ist
von DirrricE und GOHDE? beschrieben worden. Jede
Kurve setzt sich aws 200000-300000 Einzelimpulsen
zusammen.

Evgebnisse. Die Histogramme zeigen die Verteilung der
Zellpopulationen nach ihrem DNS-Gehalt zu verschiede-
nen Zeiten chronischer Hypoxie. Die Kontrollkurve der
Abbildung hat zwei ausgeprigte Maxima. Der linke
Gipfel, der sich im wesentlichen aus 2%, d.h. Gy-Phase-
zellen, zusammensetzt, ist ca. doppelt so hoch, jedoch
schmaler als der zweite Gipfel -der Kurve, den Zellen mit
dem doppelten DNS-Gehalt, also spite S- und G,-Phase-
zellen aufbauen. Die Zellen, die sich in der S-Phase
befinden, weisen einen DNS-Gehalt zwischen 2% und 4%
auf. Sie sind anteilmissig in beiden Gipfeln enthalten und
bilden die iiberwiegende Fraktion in der Senke zwischen
den zwei Gipfeln.

Es existiert derzeit noch keine allgemein verwendbare
Methode, aus dem Histogramm der Fluoreszenz die Ver-
teilung der Zellen auf die einzelnen Zellzyklusphasen
quantitativ zu erfassen. Schwierigkeiten bereitet insbe-
sondere die Abtrennung der Zellen der G,-Phase von denen
der spiten S-Phase. Mit der Methode der markierten
Mitosen nach Pulsmarkierung mit Tritium-Thymidin
wurde die mittlere Dauer der Zellzyklusphasen der
chinesischen Hamsterzellen unter Normalbedingungen
bestimmt. Die G;-Phase dauert im Mittel 3 h, die S-Phase
7, 5h, die G,-Phase 1, 5h. Da die Kontrollpopulation sich
zum Zeitpunkt der impulszytophotometrischen Unter-
suchungen in logarithmischer Wachstumsphase befunden
hat, ldsst sich aus den mittleren Phasendauern folgende
prozentuale Verteilung der Zellen auf die einzelnen
Zyklusphasen berechnen: 329, der Zellen befinden sich
in G;-Phase, 589%, in S-Phase und 109%, in G,-Phase.

Es ist moglich, bei Kenntnis dieser Relation das Histo-
gramm so in die 3 Phasen zu zerlegen, dass die Teilflichen
dem berechneten Verhiltnis weitgehend entsprechen.
Dabei zeigt sich, dass im vorliegenden Fall der rechte
Gipfel des Verteilungsdiagramms zum iiberwiegenden
Teil Zellen der spidten S-Phase enthilt, und die Zellen
der G,-Phase praktisch nur den iiber die mittlere Senke
herausragenden zweiten Gipfel aufbauen. Der Anteil von
Zellen der G,-Phase lisst sich durch spiegelbildliche Ver-
doppelung der Anstiegsflanke des Verteilungsdiagramms
bestimmen. Von dieser Deutung des normalen Verteilungs-
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Verteilung des DNS-Gehaltes chinesischer Hamsterzellen in vitro
unter normalen Wachstumsbedingungen, nach 3 h Hypoxie und nach
12 h Hypoxie. .
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diagramms der Fluoreszenz ausgehend, kénnen wir die
Anderungen des Histogramms unter andauernder Hypoxie
beschreiben. Schon nach 30stiindiger Hypoxieist der zweite
Gipfel stark verkleinert, nach 6stiindiger Hypoxie ist er
bereits nicht mehr nachweisbar (Figur). Bei linger an-
dauernder Hypoxie nimmt die rechte Flanke der Kurve,
d.h. der Anteil von S-Phasezellen mit bereits héherem
DNS-Gehalt, immer weiter ab. Dieser Effekt ist nach 6 und
9 h bereits zu erkennen. nach 12 h am ausgeprigtesten
(Figur). Nach 30stiindiger Hypoxie nimmt die Zahl der
Zellen in der S-Phase wieder zu.

Diskussion. Unter dem Einfluss andauernder Hypoxie
verandert sich die Verteilung der Zellen der Population
auf die verschiedenen Zellzyklusphasen. Am frithesten und
am stdrksten ist der Anteil von Zellen der G,-Phase ver-
mindert, spiter nimmt auch der Anteil von S-Phasezellen
und dabei besonders von Zellen der spiaten S-Phase
voriibergehend ab und steigt dann wieder an. Eine
chronisch hypoxische Zellpopulation in vitro besteht
somit zunehmend aus Zellen der G,- und der frithen S-
Phase. Die Zahl der Zellen der G,-Phase ist schliesslich so
gering, dass sie mit dem Impulszytophotometer nicht
mehr nachgewiesen werden kénnen. Autoradiographische
Untersuchungen der Proliferationskinetik hypoxischer
Zellen in vitro haben eine Verlingerung der G,-Phasen-
dauer sowie der DNS-Syntheseldnge auf etwa das 6fache
ergeben (BoORN et al., in Vorbereitung). Die G,-Phasen-
lange verdndert sich dagegen unter chronisch hypoxischen
Bedingungen nur unwesentlich. Somit besteht ein stark
verlangsamter Einstrom von G,-Phasezellen in die S-Phase
und auch der S-Phasezellen in die G,-Phase, wéhrend der
Einstrom von G,-Phasezellen in die G;-Phase normal
schnell verlduft. '

Die Verschiebungen innerhalb des DNS-Gehaltes von
S-Phasezellen mit zunehmender Dauer der Hypoxie
lassen vermuten, dass Zellen zu Beginn der DN S-Synthese
stirker verlangsamt werden als Zellen der spiten S-Phase.
Die Impulszytophotometrie erscheint somit geeignet,
schnell ablaufende Verschiebungen in der Verteilung der
Zellen einer Population auf verschiedene Zellzyklusphasen
nachzuweisen. Es bedarf jedoch eingehender autoradio-
graphischer Untersuchungen, um die Einzelheiten der
Proliferationskinetik unter den dargestellten Bedingun-
gen festzustellen. ,

Summary. By means of a pulse cytophotometer,
changes in the distribution of chronically hypoxic
Chinese hamster cells in vitro in the different phases of the
cell cycle, were measured. Within a few hours, the fraction
of cells in G, phase and late S phase decreases to a value
which is no longer measurable, indicating a partia
synchronization in G, and early S phase. ‘
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