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B e o b a c h t u n g e n  z u r  B e s c h l e u n i g u n g  der Gesch lech t sre i f e  j u n g e r  M i i u s e w e i b c h e n  durch  die G e g e n -  
w a r t  adul ter  Mi innchen  und durch  e x o g e n e s  O e s t r o g e n  

O b s e r v a t i o n s  on  the  A c c e l e r a t i o n  of the  S e x u a l  M a t u r a t i o n  of F e m a l e  Mice by the  P r e s e n c e  of Males  
and by  E x o g e n o u s  O e s t r o g e n  

S U Z A N N E  ]~LOCH 

Universitiits-Frauenklinik Basel, Schanzenstrasse d6, CH-dO04 Basel (Schweiz), 7. Juli  7976. 

Summary. The influence of the  presence  of adu l t  males  on the  accelerat ion of sexual  m a t u r a t i o n  of female mice was 
examined  under  various expe r imen ta l  condi t ions  and compared  wi th  the  influence of exogenous oestrogen. The cri ter ia  
of sexual  m a t u r a t i o n  were no t  equal ly  influenced.  I t  is concluded t h a t  sexual  m a t u r a t i o n  is a complex  feature  and t h a t  
accelerat ion of single cr i ter ia  does no t  signify sexual  ma tura t ion .  

V A N D E N B E R G H  1, 2, VANDENBIERGH, D R I C K A M E R  and 
COLBY a s te l l ten bei der weibl ichen Maus einen beschleu-  
n igenden  Ef fek t  der  Gegenwar t  adul te r  M~innchen auf die 
Geschlechtsrei fe  der "Weibchen fest  und  konn t en  diese 
Wi rkung  auf den Geruch der  Miinnchen, speziell ihres 
Urins,  zuriickfiihren. Die Kr i te r ien  der  Geschlechtsreife 
waren :  Die Er6 f fnung  der Vagina,  der  erste  Oestrus,  die 
erste  Bega t tung .  Da wir (BLOCH 4, ~) a n g e n o m m e n  haben,  
dass die Gegenwar t  der  M/innchen be im Weibchen  eine 
Oes t rogensekre t ion  hervorruf t ,  haben  wir die Wirkung  
der  Gegenwar t  der  MXnnchen auf die Beschleunigung der  
weibl ichen Geschlechtsreife  mi t  der  Wi rkung  exogen zu- 
gef i ihr ten  Oestrogens verglichen.  Die Versuche wurden  
mi t  M~usen des S t ammes  N M R I  durchgef i ihr t ,  die 9 ver-  
schiedenen Ver suchsanordnungen  un te rwor fen  wurden.  

Gegenwart der Miinnchen. 1. Junge  Weibchen  wurd en  
ohne Va te r  und ohne mXnnliche "vVurfgeschwister aufge- 
zogen und  d ien ten  als Kontrol len .  Nach  dem ers ten  
Oestrus  wurden  junge,  geschlechtsreife  M~nnchen zu den 
Weibchen  gebracht .  2. Die jungen Weibchen  wurden  in 
Gegenwar t  des Vaters  aufgezogen. 3. Ausser dem Va te r  
waren mehrere  adul te  M~nnchen im K/ifig der jungen  
Weibchen .  4. Die adul ten  MXnnchen wurden  erst  nach  
3-4 Wochen  zu den Weibchen  gegeben. 

Exogenes Oestrogen. 5. Der Riicken der s/ iugenden Miit- 
ter  wurde  am 15. und 16. Tage mi t  Oest rogen (Oestradiol- 
Dipropiona t ,  Ovocycl in-Salbe Ciba) eingerieben. 6. Der  
Bauch  der s/~ugenden Mii t ter  wurde  am 15. und  16. Tage 
mi t  Ovocycl insalbe  eingerieben,  wobei  ve rmieden  wurde,  
die Zi tzen der  Milchdri isen mi t  der  Salbe in Ber i ihrung 
zu br ingen,  um eine orale E i n n a h m e  durch  die Jungen  zu 
vermeiden .  7. Den jungen  "Weibchen wurde  an 2 Tagen 
der  d r i t t en  Lebenswoche  0, 00 05 ~xg Oes t rad io l -Dipropiona t  
(Ovocyclin) s.c. injiziert .  8. Den jungen  Weibchen  wur-  

den an 2 Tagen der  d r i t t en  Woche  0,05 ~xg Ovocyclin in- 
jiziert.  9. Den jungen  Weibchen  w u rd en  an 2 Tagen der  
d r i t t en  Woche  5 ~g Ovocyclin injiziert .  

Als Kr i te r ien  der  Geschlechtsreife  regis t r ier ten  wir :  
a) Die Er6f fnung  des Vaginalverschlusses  (der bei der  
Maus n ich t  durch  eine lVIembran, sondern  durch  einen 
k o m p a k t e n  Gewebepfropf  gebi ldet  wird), b) Den ers ten 
Oestrus.  c) Die ers te  Bega t tung .  d) Den ers ten Wurf.  

Die 1Resultate s ind in der  Tabelle zusammenges te l l t .  
Wie daraus  ers icht l ich ist, wurden  die verschiedenen Kri-  
ter ien unterschied l ich  beeinflusst .  

a) Die Er6f fnung  der Vagina wurde  in allen Versuchen 
beschleunigt ,  abe t  durch  die exogenen Oestrogene deut -  
lich s ta rker  als d u t c h  die Gegenwar t  der  Mgnnchen.  Da  in 
Versuchen  tiber die Blockierung der  Gravidi t / i t  die Ge- 
w6hnung  an die Gegenwar t  des M/innchens deren nida-  
t i o n s h emmen d e  Wi rkung  aufhob  (BLOCH% wurden  im 
Versuch 4 die M/~nnchen erst  nach  3-4 Wochen  zu den 
Weibchen  gebracht .  Die 0 f f n u n g  der  Vagina erfolgte in 
diesem Versuch n ich t  friiher als durch  die Gegenwar t  der  
M/~nnchen, die seit  der  Gebur t  bei den Weibchen  waren,  
die also an sie gew6hnt  waren,  wohl  aber  der erste  
Oestrus.  

b) Der  erste  Oestrus  wurde  durch  die Gegenwar t  der  
M/innchen nur  beschleunigt ,  wenn  diese erst  spS.ter zu 
den Weibchen  gebrach t  wurden.  Ffir dieses Kr i t e r ium 
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Alter der Weibchen in Tagen beim Eintritt der Kriterien der Geschlechtsreife 

Versuch Ergffnung N ~ p 1. Oestrus 
der Vagina (Tage) 
(Tage) 

~v~ p Erste 
Begattung 
(Tage) 

X$ p Erster Wurf 
(Tage) 

N ? p  

Kontrollen 31,78• 50 35,90• 50 
Ein adultes M/innchen 30,94~2,59 33 n.s. 35,77=1=3,78 34 
Mehrere adulte M~nnchen 28,51:~2,75 45 <0,01 36,42~6,70 34 
M~nnchen sp/iter 29,73• 62 <0,01 33,65• 48 
Rticken der Mutter 21,12• 59 <0,01 21,82:k2,91 56 
Bauch der Mutter 18,87-A-0,88 55 <0,01 19,30-c0,83 47 
Oestrogen (0,0005 ~zg) 26,28• 32 <0,01 29,29~3,49 28 
Oestrogen (0,5 [ ~ g )  21,20+0,76 25 <0,01 21,88~0,67 25 
()estrogen (5 ~zg) 17,50~0,52 16 <0,01 18,06~0,57 18 

n.s. 
n.s.  
<0,05 
<0,01 
<0,01 
<0,01 
<0,01 
<0,01 

48,00-~: 3,80 30 
47,92~ 8,93 24 n.s. 
44,15i13,81 13 n.s. 
48,42-c 15,41 38 n.s. 
40,77• 8,78 35 <0,01 
38,90• 38 <0,01 
45,84-t-10,61 19 n.s. 
44,95• 9,73 17 n.s. 
42,23i 6,83 13 <0,01 

67,53:L 5,78 49 
67,13• 32 
74,42~ 15,07 25 
84,00~20,08 37 
66,90~ 10,19 52 
63,87~ 11,63 39 
66,04=t=11,07 28 
65,954- 6,55 19 
81,63-c: 10,91 8 

n.s. 

< 0 , 0 1  
<0,01 
n.s. 

<0,03 
D.S. 
n.s.  
<0,01 

Berechnung der Signifikanz mit Student's t-Test, n. s. -- nieht signifikant. 



1484 Specialia EXPERIENTIA 32/11 

spie l t  also die G e w b h n u n g  eine Rolle. Die dell Mi i t t e rn  
app l i z i e r t en  Oest rogene  beseh leun ig t en  den  E i n t r i t t  des 
e r s t en  Oestrus.  Die W' i rkung  t r a t  in den  m e i s t en  Fgl len  
n a c h  der  zwei ten  S a l b e n a p p l i k a t i o n  ein, der  ers te  Oes t rus  
me i s t  gleichzei t ig m i t d e r  Vag ina -Er6 f fnung ,  bei  e inem 
J u n g e n g e w i c h t  yon  n u r  10-13 g, m i t  tu rgeszen te r ,  ger6- 
t e t e r  V u l v a  u n d  m a s s i v e n  Scho l l enabs t r i chen .  Das  den  
J n n g e n  in j iz ier te  Oes t rogen  wi rk te  schon  in sehr  ger ingen  
Dosen  besch leun igend .  Die Dosis von  5 ~zg bewi rk t e  bei  
a l len W e i b c h e n  n a c h  e inem Tage den  A b b a u  des Vagina l -  
verschlusses ,  d e m  a m  n~tchsten Tage ein mass ive r  Schol- 
l e n a b s t r i c h  folgte, der  s ich als bis  zu 60 Tagen  d a u e r n d e r  
Daue roes t ru s  erwies. Es  er fo lgten  zahl re iche  D e c k a k t e  
(bei 12 W'e ibchen 67 in 60 Tagen) ,  die a b e t  n u r  zu 8 Gra-  
vidit~Lten f i ihr ten.  Die J u n g e n  gediehen  n icht ,  u n d  viele 
s t a rben .  

c) Die ers te  B e g a t t u n g  i s t  ein weniger  m as s gebendes  
K r i t e r i u m  als die be iden  ers ten,  weil sic l i icht  n u t  yon  
den  Weibchen ,  sonde rn  auch  von  den Mi~nnchen b e s t i m m t  
wird.  Z u d e m  k a n n  sic, a n c h  bei  tS@icher  Kontro l le ,  t iber- 
sehen  werden,  well  die I ( o p u l a t i o n e n  meis t  in der  N a c h t  
erfolgen u n d  der  Vag ina lp f rop f  oft  schon n a c h  wenigen  
S t u n d e n  herausf i i l l t  oder  a u c h  bei  der  I n s p e k t i o n  noch  
n i c h t  erhS~rtet ist. VA~E~BeRGIq~ stel l te  den  Pfrop~ bei  
13 von  50 ~Veibchen lest, die spi i ter  war ren  (26%), wir  
h a b e n  ihn  bei  217 yon  280 VVeibchen ge funden  (77,5%). 

d) Der  ers te  VVnrf. Noch  komplexe r  als K r i t e r i u m  der  
Geschlechts re i fe  is t  das  D a t u m  des e r s ten  ~r Kon-  
zep t ion  u n d  Grav id i tXt  e r fordern  die K o o r d i n a t i o n  al ler  
F a k t o r e n  der  Gen i t a l funk t ion .  Die Besch leun igung  ein- 
zelner  K o m p o n e n t e n  b e d e u t e t  n i c h t  den  E i n t r i t t  der  Ge- 
schlechtsreife ,  die ers t  m i t d e r  For tpf lanzungsf~ih igkei t  
ve rwi rk l i ch t  ist. A u c h  be im fr t ihen u n d  i n t e n s i v e n  Oes t rus  
der  Ve r suchsg ruppe  9 t r a t e n  t ro t z  zahl re icher  B e g a t t u n -  
gen die Gravidi t tLten e rs t  im daf i i r  normale l l  A l t e r  ein. 

Die feh lende  K o o r d i n a t i o n  bee in t r / i ch t ig t  wie b e i m  juve-  
n i len  auch  be im  a l t en  W e i b c h e n  die Fer t i l i t / i t ,  das  t ro t z  
f o r t d a u e r n d e r  Zykl iz i t / i t  n u r  noch  wenige G r a v i d i t ~ t e n  
aufweis t  (BLocI~ u n d  FI.URYT). 

VANDENBERGH, WI-IITSETT u n d  LOMBARDI 8 ( I ( r i t e r ium : 
U t e r u s g e w i c h t  j uven i l e r  Weibchen)  bezweifeln  auf  G r u n d  
te i lweiser  chemische r  I so l i e rung  des P h e r o m o n s  des 
m2innl ichen Urins ,  die n i c h t  auf  e inen  f l i icht igen Stoff  
schl iessen liisst, dessen o l fak tor i sche  Wi rknng ,  obwohl  sie 
y o n  Ni~nnehen,  die d u t c h  ein doppe l t e s  D r a h t g l t t e r  vo~x 
den  "vVeibchen g e t r e n n t  sind, n n d  a n c h  d u r c h  den  au f  die 
Nase  der  "vVeibchen a u f g e t r a g e n e n  U r i n  der  M~innchen 
ausge t ib t  wird. 

Die o l fak tor i sche  W i r k u n g  des m~innlichen Ur ins  auf  
die N ida t ion  u n d  die P r o v o z i e r u n g  der  Zyklen  (Bruce- 
effect, Whi t t en -e f fec t )  ga l t  b i sher  auf  G r u n d  zah l re icher  
U n t e r s u c h u n g e n  als erwiesen, es wSxe aber  m6gl ich,  dass  
die ~r auf  die e inze lnen  K r i t e r i e n  der  Geschlechts -  
reife yon  ve r seh i edenen  K o m p o n e n t e n  des P h e r o l n o n s  
ausge t ib t  wird  u n d  dass  n e b e n  der  o l fak to r i schen  Wir -  
k u n g  auch  takt i le ,  p e r k u t a n e  oder  ande re  0 b e r t r a g u n g s -  
weisen v o r k o m m e n ,  v ie l le icht  auch  d u r c h  Belecken des 
e igenen (oder in unse r en  Versuchen  des mi i t t e r l i chen)  
Tells oral  e i n g e n o m m e n e  S u b s t a n z e n  w i rk sam sind. Bei  
den  m i t  Oes t rogen  in j i z i e r t en  J u n g e n  w u r d e n  n i c h t  be- 
h a n d e l t e  Wurfgeschwis te r ,  die u n t e r  den  b e h a n d e l t e n  
aufwuchsen ,  n i c h t  beeinf luss t ,  was fiir diese B e h a n d l n n g s -  
a r t  n i c h t  auf  eine o l fak tor i sche  Wirkungsweise  schl iessen 
IXsst. Die M6gl ichkei t  ve r sch iedene r  ViTirkungsweisen 
sol l te  d u r c h  weitere  U n t e r s u c h u n g e n  geklS~rt werden.  

7 S. BLocIr und E. FLURV, Gynaecologia Id7, 414 (1959). 
8 .[. G. VANDENBERGIt, J;~{.WHITSETT and ] .  R. LOMBARDI, J. 

Reprod. Fert. 43, 515 (1975). 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

Enrichment in Spontaneous and Complement Dependent Rosette Formin~ Cell Populations Usin~ 
Ficoll-Hypaque Gradient Centrifugation 1 

e .  D.  CAROSELLA 2, I.  PATJLONE g, lot. xcV. I~OHYVEDDER 4, A. J~. BACHMANN g 

Instituto de Investigaciones Hemaloldgicas de la Academia Nacional de Medicina, Pacheco de Melo 3081, Buenos Aires 
(Argentina), 6 April 1976. 

Summary. Per iphe ra l  b lood h u m a n  T (TL) and  B (BL) l y m p h o c y t e s  were sepa ra t ed  b y  c o n t i n u o u s  F ico l l -Hypaque  (FH) 
grad ien ts .  B L  were found  a t  t he  1050 dens i ty  in te r fase  (70.5% EAC rosettes)  w i t h  no T L  (0% EAC roset tes) ;  while  
a t  t h e  1068 dens i t y  in te r fase  t he re  was an  e n r i c h m e n t  of T L  (68% E roset tes)  w i t h  v e r y  few B L  (8.5% EAC roset tes) .  

Severa l  m e t h o d s  h a v e  been  used to  sepa ra te  subpopu la -  
t ions  of l ymphocy tes .  Con t inuous  and  d i scon t inuous  gra-  
d ien t s  w i t h  bov ine  se rum a lbumin ,  acacia  gum,  and  
F i co l l -Hypaque  (FH) h a v e  been  emp loyed  to  isola te  
h u m a n  l y m p h o c y t e s  6,7 and  o the r  m a m m a l i a n  s ~5. W e  
now repor t  a qu ick  and  s imple  m e t h o d  based  on  F H  
grad ien ts ,  able to  s epa ra t e  pe r iphe ra l  b lood h u m a n  T and  
B l y m p h o c y t e s  and  a p p a r e n t  a l t e r a t ion  on  ti le cell 
m e m b r a n e s .  

Materials and methods. Tota l  l y m p h o c y t e  separa t ion .  
15 ml  of d e f i b r i n a t e d  b lood f rom n o r m a l  donors  were di- 
lu t ed  w i t h  sal ine 1 :2  and  layered  on a F H  g rad i en t  w i t h  
a 1074 dens i ty ,  accord ing  to THORSKu and  BRATLI~R 16. 
The  g r a d i e n t  was  cen t r i fuged  a t  200 g for i h a t  room 
t e m p e r a t u r e  a n d  t he  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  was col- 
lec ted  f rom the  in te rphase .  

Select ion of a p p r o p r i a t e  g rad ien ts .  In  order  to  :find t he  
cor rec t  dens i t y  for the  s epa ra t i on  of l ympho id  subpop-  
n la t ions ,  c o n t i n u o u s  l inear  g rad ien t s  were p r epa red  w i t h  
dens i t i es  r ang ing  be tween  1074 a n d  1048; 2.5 • 107 t o t a l  
l y m p h o c y t e s  (from a 1074 dens i t y  gradients )  were layered  
over  t he  con t inuous  g r a d i e n t  and  cent r i fuged  as above .  
The  t y p e  of l y m p h o c y t e s  t h a t  were layered  a t  d i f fe ren t  
dens i t ies  were ident i f ied  b y  t he i r  surface  markers .  The  
r e l e v a n t  densi t ies  were d e t e r m i n e d  t h r o u g h  re f rac to-  
me t ry .  

I den t i f i c a t i on  of T and  B cells. T cells were iden t i f i ed  
b y  t he  spon t aneous  rose t t e  t e c h n i q u e  iv, ~s and  B ceils b y  
t he  c o m p l e m e n t  d e p e n d e n t  rose t t e  t e s t  19. Ceil v i ab i l i t y  
was  t e s t ed  b y  t r y p a n  blue  exclusion.  

D i scon t inuous  grad ien ts .  Based  on  t he  resul ts  o b t a i n e d  
w i t h  t he  c o n t i n u o u s  grad ien ts ,  dens i t ies  were con t ro l l ed  


