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Studies  on Synchron isa t ion  in  v ivo :  T e m p o r a r y  Inh ib i t i on  of D N A  Synthes is  in 
N o r m a l  and  Mal ignan t  M a m m a l i a n  Cell Sys tems  wi th  H y d r o x y u r e a  

~ummary. The synchronous passage of proliferating cells through defined phases of the 
cell cycle is a prerequisite for the study of a number of problems associated with carcino- 
genesis and cancer therapy. I t  is particularly required for investigations of the differ- 
ential sensitivity of mammalian cells in specific phases of the cell cycle to agents capable of 
initiating the process of malignant transformation, or causing cell death. 

The present study is concerned with the in vivo synchronisation of different rat  tissues 
(embryo; liver; spleen; transplantable BICR/M1R tumor) by temporary specific inhibition 
of DI~A synthesis with hydroxyurea (HU). In  the cell systems investigated, HU inhibited 
DbIA synthesis rapidly and almost completely. On the other hand, the short half-life (t1/~) 
of the inhibitor in the organism permitted a termination of blocking periods without delay, 
as required for effective synchronisation. ~ollowing single or multiple doses of HU, the tl/2 
values for the HU concentration in BICR/M1R tumor tissue and rat blood were nearly 
identical, t~j~ in rat and human blood exceeded the corresponding value for the mouse (13 rain) 
by factors of about 2 and 8, respectively. In the rat cell systems investigated, DNA synthesis 
resumed when the HU concentration decreased below a level of 1--5 • 10 -s moles/103g 
(exception: rat  embryo; ~ 2 • 104 moles/10 s g). The inhibitory effect of t~ specific blood 
concentration of HU on cellular DNA synthesis after in vivo administration of the inhibitor 
can be measured by the reduction of 3H-thymidine incorporation in reference cells exposed 
to the respective blood plasma samples /n vitro. Cytotoxie effects of HU, which are often 
confined to cells blocked in S, were particularly evident in cells of the lymphatic type. The 
BICR]M1R tumor served as a model cell system for the analysis of the kinetics of cell 
proliferation after single and multiple blocks of varying duration. The results show that 
partial synchronisation of proliferating cells in v@o can be obtained by temporary inhibition 
of DNA synthesis under controlled conditions. 

Zusammen]assung. Die Bearbeitung einer Reihe yon Problemstellungen der experimen- 
~llen und klinischen Krebsforsehung setzt die M5glichkeit einer Synchronisation proliferie- 
render Zellsysteme in vivo voraus. Dies gilt z. B. fiir die Frage, ob bei S~mgerzellen als Funktion 
ihrer Position im Zellcyclus Empfindlichkeitsunterschiede vorhanden sind, und zwar sowohl 
hinsiehtlich der AuslSsbarkeit des Prozesses der malignen Transformation durch Cancerogene, 
als auch in bezug auf die Inaktivierbarkeit maligner Zellen durch cytocide A~gentien oder 
ionisierende Strahlung. 

In der vorliegenden Arbeit wird fiber Untersuchungen zur in vivo-Synchronisation ver- 
schiedener Gewebe (Embryo; Leber; Milz; transplantabler BICR/I~IR-Tumor) der Ratte 
durch tempor~re Blockade der DNA-Synthese mit Hydroxyharnstoff (B-U) beriehtet. HU 
inhibiert die DNA-Synthese in vivo spezifisch, rasch und nahezu vollst~ndig. Das rasche 
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Absinken der HU-Konzentxation im Organismus unter den zur Hemmung der DNA-Syn- 
these efforderlichen Schwellenwert gestattet eine hinreichend verzSgerungsfreie Beendigung 
yon Dl~A-Syntheseblocks, wie sie ftir eine effektive Synchronisation erforderlich ist. Nach 
ein- oder mehrmaliger Pulsapplikation yon HU sind die Halbwertszeiten {?h/2) fiir die HU- 
Konzentration in BICR/M1R-Tumorgewebe und Blut anniLhernd gleich. Die tl/R-Werte im 
Blut yon Maus (13 rain), Ratte und Mensch verhalten sich wie etwa 1:2:8. In den gemesse- 
nen Zellsystemen der Ratte effolgte die Aufhebung der DNA-Syntheseblocks bei Unter- 
schreiten einer HU-Konzentration yon 1--5 • 10 -s Mol/10Sg (Ausnahme: Rattenembryo, 
~- 2 • 10 -~ Mol/10 3 g). Die Inhibitorwirkung einer bestimmten, im Blut gemessonen HU- 
Konzentration kann mit Hilfe des 8H-Thymidineinbaus durch Inkubation entsprechender 
Blutplasmaproben mit Referenzzellen i~ vitro bestimmt werden. Cytotoxische Effekte yon 
HU, die wahrscheinlich vorwiegend auf blockierte S-ZeUen beschrfio_kt sind, waren besonders 
deutlich bei Zellen yore lymphatischen Typ. Als Modellsystem ftir die Analyse der Prolife- 
rationskinetik nach ein- und mehrmaligen DNA-Syntheseblocks yon verschiedener Dauer 
diente der BICRfM1R-Tumor. Die Ergebnisse zeigen, dab durch Anwendung eines Inhi- 
bitors der DNA-Synthese vom Typ des HU unter kontrollierten Bedingungen eine partielle 
Synchronisation proliferierender Zellen iu vivo erreicht werden kann. 

Abk~rzungen und Definitionen 
HU ---- Hydroxyharnstoff 
PCA ~ Perchlors~ure 
to ~ mittlere (mediane) ZeUcyclusdauer 
tal ~-- mittlere ])auer der G1-Periode des ZeUcyclus 
ts ~ mittlere Dauer der S-Periode des Zellcyclus 
tal ~ mittlere Dauer der G~-Periode des Zellcyclus 
t~  ~ mittlere Dauer der Mitose 
n ~ Gesamtzahl der Zellen einer Zellpopulation 
np ~ Anzahl der proliferierenden Ze]Jen einer Zellpopulation 
n~/n ~ Proliferative Fraktion einer Zellpopulation 
ns ~ Anzahl der in der S-Periode des Zellcyclus befindlichen ZeUen einer Zellpopu- 

lation (S-Zellen) 
n~, ~- Anzahl der 3H-Thymidin einbauenden S-Zellen einer Zellpopulation 
ns*/n -~ 3H-Thymidin-Markierungsindex 
n~ ~ Anzahl der in Mitose befindiichen Zellen einer ZeUpopuIation 
n~,  ~ Anzahl der in der Mitose befindlichen, SH-Thymidin-markierten Zellen einer Zell- 

population 
n ~ -  ~ Anzahl der in Mit~se befindiichen, nicht 8H-Thymidin-markierten Zellen einer 

Zellpopulation 
n~/n -~ Mitoseindex 
n~./n~ = Anteil 3H-Thymidin-markierter Zellen in Mitose an dot Gesamtzahl der Zellen 

in Mi~ose. 

F i i r  die Bea rbe i tung  zell- und  molekularbio logischer  P rob lems te l lungen  is t  es 
hKufig eine Vorbedingung,  dab  die ZeIIen einer prol i fer ierenden Zel lpopula t ion  
definier te  Abschn i t t e  des Zel lcyclus synchron  durchlaufen.  So i s t  auf  dem Gebie t  
de r  Krebs forschung  beispielsweise die F rage  zu prfifen, ob be i  S~ugerzellen als 
F u n k t i o n  ihrer  Pos i t ion  im Zellcyclus Empf ind i ichke i t sun te rsch iede  vo rhanden  
sind, u n d  zwar  sowoM ffir die Aus lSsbarke i t  des Prozesses der  mal ignen  Trans-  
fo rma t ion  durch  cancerogene F a k t o r e n  (Rajewsky,  1970 [2]) als auch  ffir d ie  
I n a k t i v i e r b a r k e i t  mal igner  Zellen du tch  cytoc ide  Agent ien  (Mauro u. Madoc-gones,  
1970) oder  ionis ierende S t r ah lung  (Sinclair ,  1968). 

W~hrend  zur  Synchron isa t ion  p e r m a n e n t e r  Zel l s t~mme in Gewebeku l tu r  ex- 
per imente l le  Verfahren zur  Verf i igung s tehen (Sinclair,  1969; Stubblefield,  1968), 
s ind MSglichkei ten zur  in  vivo Synchron i sa t ion  prol i fer ierender  S~ugerzel lsysteme 
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bisher nicht systematisch untersucht worden. Die Ausarbeitung entsprechender 
Methoden ist jedoch yon Interesse, da es oft nicht zul~ssig ist, SchluBfolgerungen 
fiir das Verhalten yon Zellen im intakten Gewebe alleine aus Befundcn an Zell- 
kulturen zu ziehen, die vielen der im Organismus wirksamen Kontrollmechanis- 
men nicht unterliegen. Hinzu kommt, dab eine Synchronisation maligner Zellen 
in vivo unter Umst~inden im Rahmen der Krebstherapie nicht ohne Bedeutung 
ist (Mauro u. Madoc-Joncs, 1970; Rajewsky, 1970 (2)). 

Die Ausnutzung der in vivo auf Grund biologischcr Regulationsmechanismen 
auftretenden Synchronic [z. B. diurnale Schwankungen der Mitoseaktivit~t in 
bestimmten Geweben (Pilgrim u. Mitarb., 1965) oder AuslSsung yon DNA- 
Synthese- und Mitosemaxima in regenerationsf~higen (Bucher, 1963) oder hor- 
monell stimulicrbaren (Bresciani, 1965) Zellsystemen] ist nur selten mSglich. 

Grunds~tzlich kSnncn synchrone Zellpopulationen entweder dadurch gewon- 
hen werden, dab man ans einer asynchronen Population eine Snbpopulation ab- 
trennt, die sich in cinem kurzen Abschnitt des Zellcyclus befmdet (z. B. in der 
Mitose), oder daB man das Durchlaufen bestimmtcr Abschnitte des Zellcyclus 
zcitweise blockiert (z.B. DNA-Synthcse odor Mitose). W~hrend die erst- 
genannte MSglichkcit unter in vivo Bcdingnngcn mit Ausnahme spczicller 
F~lle (z. B. selcktive Markicrung der Zellen in der S.Periode des Zellcyclus 
mit radioaktivem Thymidin) praktisch ausscheidct, bitter sich fiir den lctzte- 
ren Fall die Anwendung spezifischer chemischer Inhibitoren fiir makro- 
molckulare Synthcsen an, die auf defmierte Abschnitte des Zellcyclus beschr~nkt 
sind. So kann cine tcmpor~re, spezifische Inhibition der DNA-Synthcse (mit oder 
ohne AbtStung der arrctierten S-Zellen) zu ciner partiellen Synchronic fiihrcn, 
und zwar dadurch, daB w~hrend des Blocks G2- und Gl-Zellcn der asynchronen 
Population im G1-S-Ubcrgangsbereich auflaufen, und nach Anfheben des Blocks 
dann synchron die S-Periode des Zellcyclus passieren (s. auch Abb. 7 u. 8). Voraus- 
setzung fiir die Anwendbarkeit eincs chemischen Inhibitors zur Synchronisation 
unter in vivo-Bedingnngen ist jedoch, daB nicht nur die Etablierung des Blocks, 
sondern auch seine Aufhebung rasch und in reproduzierbarer Wcise mSglich ist. 

In der vorliegcnden Arbeit wurde versucht, mit Hilfe yon Hydroxyharnstoff, 
eincm spezifischcn und hochwirksamen Inhibitor dcr DNA-Synthcse, eine Syn- 
chronisation verschiedener normaler und maligner S~ugcrgcwcbe zu erreichen. 
L~ber erste, an eincm malignen Zellsystem der Ratte durchgefiihrte Messungen ist 
bercits berichtet worden (Rajewsky, 1968; Rajewsky, 1970{1)). Die bisher 
erzieltcn Ergebnisse sollen nunmehr im Zusammenhang dargestellt werdcn. 

Material und Methoden 

Tiermaterial 
Es wurden weibliche Ratten der St~mme MarshaU x und BD IX (Druckrey, 1971) sowie 

mg~fliche M~use des Stammes Balb/c 2 ans eigener Zucht verwendet. 

Untersuchte Zellaysteme 
a) BICR/M1R-Tumor (adulte Marshall-Ratte (~)), 
b) Leber (adulte Marshall-Ratte (~)), 

1 Institute of Cancer Research, London. 
i R. B. Jackson Memorial Laboratory, Bar Harbor, Maine. 
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e) Milz (adulte Marshall-Ratte (gR)), 
d) Rattenembryo (BD IX-Ratte, 18. Tag der Graviditgt). 

Der BICR/M1R.Tumor der weibliehen Marshall-Ratte ist ein solider, subcutan trans- 
plantabler Mammatumor, der 1955 bei einem weiblichen Tier des gleichen Stammes spontan 
entstand (urspriingliche Bezeichnung: BICR/M1 (Steel u. Mitarb., 1966)) und seither auf 
weiblichen NIarshall-Ratten passagiert wurde. Die seit 1965 in unserem Laboratorium go. 
haltene Linie trggt die Bezeiehnung BICR/M1R. Alle Versuche wurden an BICR/l~ilR-Tumoren 
yon 0,5---1,0 g Frischgewicht durchgefiihrt, die auf 200~250 g schweren Tieren gehalten 
wurden. 

Die proliferativen Eigenschaften des BICR/M1R-Tumors wurden autoradiographisch 
analysiert. Dabei liel3en Dauermarkierungsversuche (Injektion yon SH-Thymidin in Abstgnden 
yon 6 Std fiir die Dauer yon 48 Std) auf eine Proliferative Fraktion (n~/n) yon 0,9 bis 1,0 
schlie/3en. Die mittlere Dauer der einzelnen Zellcyclusperioden wurde mit Hilfe der ,,Mar- 
kierte-Mitosen-Methode" (Quastler u. Sherman, 1959) autoradiographisch bestimmt (Abb. 1). 
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�9 Oo 6 ,b 2'o 
Abb. 1. Zelleyelusanalyse fiir die proliferierenden Zellen des BIOR/M1R-Tumors der Marshall- 
Ratte mit Hilfe der Markierte-Mitosen-Methode. Die MeBpunkte sind Mittelwerte aus mehre- 
ren Bestimmungen iiir jeweils einen Tumor. Die gezeichnete Kurve wurde mit Hilfe eines 
optimierenden Computerprogramms (Barrett, 1966; Steel u. Hanes, 1971) berechnet. Ordinate: 
Verhgltnis der SH-markierten Mitosen (nx,) zur Gesamtzahl der Mitosen (nx). Abszisse: Zeib 
nach aH-Thymidin-Puls (Std). (Nach Rajewsky [1970, (1)] mit Genehmigung yon Academic 

Press, Inc., New York-London) 
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Abb. 2. Mit Hilfe eines Computerprogramms (Barrett, 1966; Steel u. Hanes, 1971) berechnete 
Verteilung der Zellcyclusdauern (to) fiir die proliferierenden Zellen des BICR/M1R-Tumors 
der Marshall-Ratte. (Nach Rajewsky [1970, (1)] mit Gonehmigung yon Academic Press, Inc., 

New York-London) 

Abb. 3. Hydroxyharnstoff. (Dresler u. Stein, 1869) 
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Tabelle 1. ZsUcyclusparameter der transpla~tablev, BICR/MIR- und BICR/M1-T~maren der 
Marshall-Rafts 

Zelleyelusparameter BICR/M1R BICR/M1 

tGl (-~ Standardabweichung) 
ts ( •  Standardabweiehung) 
ta ,  (:t= Standardabweichung) 
to (Medianwert) 
Proliferative Fraktion (nJn) 
in Tumoren yon 0,5--1,0 g 
Frischgewicht 
8H-Thymidin-Markierungsindex 
(ns*/n) ( •  Standardabweichung) 
Mitoseindex (n~/n) 
( •  Standardabweiehung) 

5,6 :l: 0,6 Std 
10,2 -4- 5,1 Std 

3,0 :t: 0,9 Std 
17,7 Std 
N 0,9 

0,356~0.053 

0.019-4-0.004 

8,3 • 3,6 Std (Steel, 1969) 
7,9 ~ 2,4 Std (Steel, 1969) 
3.0 ~ 1,3 Std (Steel, 1969) 
17,6 Std (Steel, 1969) 
N 0,9 (Steel u. Mitarb., 1966) 

O,342~0,044(Steelu.  Mitarb., 
1966) 

nichtangegeben 

Dabei wurden die Me6daten mit einer yon Barrett (1966) angegebenen und yon Steel u. 
Hanes (1971) weiterentwickelten optimierenden Computermethode analysiert. Abb. 2 zeigt 
die mit Hills dieser Methode berechnete Verteilung der Zellcyclusdauer (to) fiir eine 
BICR/MIR-ZeUpopulation. In Tab. 1 sind die Zellcyclusparameter des BICR]MIR-Tumors 
sowie die entsprechenden, fiir die Original-Tumorlinie BICR]MI gemessenen Werte (Steel, 1969) 
wiedergegeben. 

H ydroxyharnsto ff 
Hydroxyharnstoff (HU) (Abb. 3) wurde 1869 yon Dresler u. Stein erstmalig syntheti. 

siert; seine inhibitorische Wirkung auf die DNA-Synthese wurde 1964 yon Young u. 
Hodas an HeLa-Zellen emtmalig beobachtet. Seither hat sich die Substanz als einer 
der wirksamst~n spezifisehen Inhibitoren der DNA-Synthese yon S~ugerzellen erwiesen 
(Farber u. Baserga, 1969; Kim u. Mitarb., 1967; Pfeiffer u. Tolmaeh, 1967; Philips u. Mitarb., 
1967; Rajewsky, 1968; Rajewsky, 1970 (1); Rosenkranz u. Mitarb., 1969; Schwartz u. Mitarb., 
1965; Sinclair, 1965; Siiss u. Maurer, 1968; Young u. Hodas, 1964). Im Vergleieh zur DNA- 
Synthese des Zellkerns ist die Synthese eytoplasmatiseher DNA dutch HU weniger leieht 
hemmbar (Vesco u. Penman, 1969). HU-Konzentrationen, welche die DNA-Synthese inbi. 
bieren, scheinen die RNA- und Proteinsynthese nicht zu beeinflussen (Pollak u. Rosenkranz, 
1967; Young u. Hodas, 1964). Dagegen hemmt HU bei HeLa-Zellen auch die Histonsynthese 
(Mueller, 1969). 

Die molekularen Mechanismen, welehe der Hemmung der zellul~ren DNA~Synthese 
dutch HU sowie seiner offenbar weitgehend auf Zellen in der S-Periods des Zellcyclus be- 
schr&nkten cytotoxischen Wirkung zugrunde liegen, sind noch nicht voUst~ndig gekl~rt. 
Verschiedene Autoren haben Hinweise dafiir gefunden, dab HU die Umwandlung yon Cyti- 
dyls&ure zu Desoxyeytidyls~ure bloekiert (Adams u. Lindsay, 1967; Gale, 1968; Young u. 
Hodas, 1964; Young u. Mitarb., 1967 (1); Young u. Mitarb., 1967 (2); aber siehe auch Pollak 
u. Rosenkranz, 1967; Rosenkranz u. Carr, 1970; Yarbro, 1968), und zwar dutch Inhibition 
des Enzyms B 2 des Ribonucleotid-Reduktase-Systems (Krakoff u. Mitarb., 1968; s. Abb. 4). 
Andererseits kSnnen abet direkte Wirkungen auf die DNA (Rosenkranz, 1970; Rosenkranz 
u. Jacobs, 1968; Rosenkranz u. Mitarb., 1968; Rosenkranz u. Mitarb., 1969), oder die Be- 
einflussung anderer, die DNA-Synthese regulierender Enzyme (Jacobs, 1968; Rosenkranz 
u. Jaeobs, 1968) nieht ausgeschlossen werden. Es mul3 die MSglichkeit in Betraeht gezogen 
werden, dab aus HU unter in vivo-Bedingungen ein oder mehrere aktive Metabolite ent- 
stehen, und die Substanz auf diesem Wege mit mehreren cellul&ren Stoffwechselprozessen 
interferiert. So haben Rosenkranz u. Mitarb. (Rosenkranz, 1970; Rosenkranz u. Mitarb., 
1969) gefunden, da~ gea]terte HU-LSsungen die Substanzen IsohydroxyharnstofF, N,O-Di- 
carbamoylhydroxylamin sowie eine noch unidentifizierte Nitrosohamstoffverbindung ent- 
harem Die biologisehen Wirkungen dieser Verbindungen werden gegenw~rtig analysiert; 
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sie scheinen bei E. coli unter anderem eine Degraxtation der DNA zu bewirken (Rosenkranz, 
1970; Rosenkranz u. Mit~rb., 1969). 

Im S~ugerorganismus wird HU zum grol3en Teil in Harnstoff umgewandelt, und zwar 
offenbar vorwiegend durch enzymatische Reduktion in der Leber (Adamson u. Mit~rb., 
1965 (1); Colvin u. Bono, 1970). 
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Abb. 4. Schematische Darstellung des Pyrimidinnueleotid-Stoffwechsels bei der DNA-Syn- 
these sowie der wahrscheinlichen Angriffspunkte einiger Inhibitoren der DNA-Synthese. 
- - -  ,,de novo"-Steffwechselwege, . - - -  ,,salvage"-Stoffwechselwege. I Allrylierende Sub- 
stanzen, 2 Amethopterin, 3 fl-D-Arabinofuranosylcytosin (Ara-C), 4 5-Fluoro-2"-desoxy- 
uridin (FUDR), 5 Hydroxyharnstoff (HU), 6 ~berschul~ yon Thymidin, I)esoxyadenosin 

Die akute Toxieit~t yon HU bei Laboratoriumstieren ist gering (LD~o ~ 7 mg/g K6rper- 
gewicht) (Adamson u. Mitarb., 1965 (2)). So traten in eigenen Versuchen, in denen adulte 
m~nnliche Ratten des Marshall-Stammes fiber einen Zeitraum yon 120 Tagen alle 12 Tage 
2 Dosen yon je 0,5 mg HU/g K6rpergewicht (Zeitintervall 5 Std) erhielten, keine sichtbaren 
toxischen Effekte auf (Rajewsky, 1970 (1)). Eine eancerogene Wirkung yon HU wurde bisher 
nicht beobachtet. 

Cytotoxische Wirkungen yon HU, die zu einem Verlust der reproduktiven Kapazit~t 
der Zelle fiihren, scheinen weitgehend auf Zellen in der S-Periode des ZeUcyclus beschr~nkt 
zu sein (Kim u. Mitarb., 1967; Philips u. Mitarb., 1967; Rajewsky, 1970 (1); Sinclair, 1965; 
Thurman u. Mitarb., 1963). Diese Effekte werden im allgemeinen dutch HU-Konzentrationen 
hervorgerufen, welche die zur Hemmung der DNA-Synthese efforderlichen iibersteigen 
(Farber u. Baserga, 1969; Kim u. Mitarb., 1967; Pfeiffer u. Tolmach, 1967; Sinclair, 1965). 
Untersuehungen an Zellkulturen haben gezeigt, dal] eine Abnahme der ~2~berlebenswahr- 
scheinlichkeit der Zellen auch effolgt, wenn S-Zellen, oder Zellen, die im G1-S-~oergangs- 
bereich aufgestaut warden, ftir sehr lange Perioden der Wirkung eines Inhibitors der DNA- 
Synthese ausgesetzt werden (Cole u. Strauss, 1970; Eidinoff u. Rich, 1959; Kim u. Mitarb., 
1967; Rueckert u. Mueller, 1960). Dieser Effekt ist wahrscheinlich durch eine protrahierte 
Dissoziation makromolekularer Synthesen bedingt ("unbalanced growth"). Fiir eine solche 
Deutung spricht auch die teilweise Reversibflit/it des Effekts durch gleichzeitige Anwendung 
eines Tnhibiters der Proteinsynthese (Kim u. Mitarb., 1968). 

Der verwendete Hydroxyharnstoff wurde yon den Firmen Nutritional Biochemieals 
Corp., USA, und Schuchardt GmbH & Co., Miinchen sowie vom Squibb Institute for Medical 
Research, USA, bezogen. Die Applikation der Substanz effolgte stets intraperitoneal in 
steriler und pyrogenfreier 0,9% NaC1-L6sung. 
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HydroazyharnstoO-_,Vachwels 
Bei den vorliegenden Untersuchungen war es notwendig, die HU-Konzentration in ver- 

schiedenen S~ugergeweben und Blur zu bestimmen. Hierfiir war eino lqaehweismethode zu 
wi~hlen, die fiir Harnstoff, das Hauptabbau]produkt des HU, keine positive l~eaktion ergibt. 
Als geeignet erschienen Methoden zur Bestimmung yon Hydroxamaten (Bergmann u. Segal, 
1956; Nery, 1966; Philips u. Mitarb., 1967), die entspreehend modifiziert und den gegebenen 
experimentellen Erfordernissen angepallt wurden (Fabrieius u. Rajewsky, 1971). 

Bei der Jodoxydation yon Hydroxamaten entsteht Nitrit, das Sulianilsaure diazofiert. 
l~ach Reduktion des iiberschiissigen Jods mit Natriumthiosulfat und Zugabo yon a-Naphthyl- 
~thylendiamindihydrochlorid, kuppelt dieses mit der diazotierten Sulfanilsaure zu einem 
roten Farbstoff. Die Absorption dieses Farbsteffs wird bei 540 nm im Spoktralphotemeter 
gemessen. Wio aus der in Abb. 5 gezeigten Standard-Kurvo hervorgeht, kann auf diesem 
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Abb. 5. Standardkurvo fiir die Hydroxyharnstoffbestimmung. Bestimmungsmethode sieho 
,,Material und Methoden". Ordinate: Optische Dichte bei 2-~ 540nm (relative Einh.). 
Abszissen, unten: HU-Endkonzentration der Mellprobe (~tg/ml), oben: HU-Konzentration 
der Ausgangsprobe (l~g/ml). 95%o der Mittelwerte aus 8 unabhi~ngigen Mellreihen liegen inner- 

hall) des zusammen mit der Standardkurve angegebenen Streubandes 

Wege bei einer optischen Dichte yon 0,05 noch eine HU-Konzentration yon 0,094 ~tg/ml 
nachgewiesen werden. Da die Herstellung der endgiiltigen Mellproben eine Verdiinnung der 
urspriinglichen Blur- oder Gewebeproben um den Faktor 26,5 erforderte, lagen die ent- 
sprechenden Nachweisgrenzen fiir Blur und Gewebe bei 2,5 pg HU/ml, bzw. 2,5 ttg HU/g. 

Im einzeinon warden die Bint- und Gewebeproben wie folgt zur HU-Analyse aufge- 
arbeitet: 

a) Blur: 1 ml Blur wurde mit 4 ml H~O und naeh 1 rain mit 5 ml 1 m PCA gemisch$ 
und nach 10 rain bei 4 ~ C und 30000 xg fiir 20 rain zentrifugiert. Der ~berstand wurde dutch 
mit PCA (0,5 m) gewaschene Selecta (Nr. 595 1/2)-Filter filtriert und bei --20 ~ C aufbewahrt. 

b) Gewebe: 1 g Gewebe wurde mit 4 ml HIO versetzt und bei mittlerer Umdrehungszald 
und Eiskiihlung fiir 20 sec mit einem Ultraturrax (Fa. Janke und Kunkel KG, Staufen) 
homogenisiert. Dem Homogenat wurden 5 ml 1 m PCA zugesetzt. Weitere Behandlung der 
Proben siehe unter a (Blur). 

e) Analyse der Filtrate: Zu 2 ml-Aliquoten der Filtrate sowie der in 0,5 m PCA hergo- 
stellten Standards wurden nacheinander 1 ml Puffer (96,6 ml 0,5 m I~a2HP04 A- 17,8 ml 
1,5 m I~aH~P04 ~- 85,6 ml H20), 0,1 ml 41% NaOH und 1 mi 1%o Sulfanilsi~ure zugegebon. 
Der pH-Wert dieses Gemisches mull zwischen 6,9 und 7,3 liegen. Nach Zugabo yon 0,1 ml 
0,1 n Is in 2,5%o KI mad einem anschliellenden Zeitintervall yon 3 rain wurden 0,1 ml 0,1 m 
frisch angesetztes Natriumthiosulfat und, sofort nach Mischen, 1 ml einer frischen ~-Naph- 
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thyl~thylendiamin-dihydrochlorid-LGsung (100 mg ~-Naphthyl~thylendiamin-dihydrochlorid 
~- 17,5 ml 12 n HCI + H20 ad 100 ml) zugesetzt. Um eine maximale Farbentwicklung zu 
gew~hrleisten, ~ r d e  das Gemisch vor der Absorptionsmessung 20 rain stehengelassen. 

Bestimmung der Halbwertszeiten /~r den Ab/all der HU-Konzentration in Geweben und JBlut 
Die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation yon HU mit der oben besehriebenen 

Nachweismethode gemessenen HU-Konzentrationen wurden als Funktion der Zeit im halb- 
logarithmischen Maflstab aufgetragen. Mit den Mel3werten wurde eine Regressionsanalyse 
durchgefiihrt und die Halbwertszeiten (tl/2) aus den ermittelten Geradengleichungen berechnet. 

Messung der aH-Aktlvit~t und Autoradiographie nach SH-Thymidin-Marbierung 
Die Pulsmarkierung DNA-synthetisierender Zellen erfolgte dutch intraperitoneale In- 

jektion yon Thymidin-methyl-SI-I (Radiochemical Centre, Amersham, England, bzw. Farb- 
werke Hoeehst AG, Frankfurt/M.) einer spezifischen Aktivit~t yon 15 Ci/mM, in einer Ver- 
diinnung yon 200 tzCi/ml in sterfler, pyrogenfreier 0,9% NaC1-L6sung. Wt~hrend fiir die 
autoradiographisehe Bestimmung des Prozentsatzes markierter Mitosen beim BICR/M1R- 
Tumor eine Dosis yon 1 ~Ci/g KSrpergewieht verwendet wurde, betrug die Dosis bei allen 
iibrigen Versuehen 0,5 ~Ci/g KSrpergewicht. 

In  allen Versuehen (mit kusnahme der Markierte-Mi~sen-Bestimmungen) wurden die 
zu untersuchenden Gewebe 30 rain nach 3H-Thymidin-Pulsmarkierung entnommen und bei 
4 ~ C im 10fachen Volumen Athanol-Eisessig (3:1) fixiert. Die FixationslSsung wurdo zweimal 
in Abstanden yon 24 Std erneuert, bevor die Pri~parato in 4~o gepufferte FormaldehydlSsung 
iibeffiihrt wurden. Von den zltr autoradiographisehen Auswerbung vorgesehenen Prt~paraten 
wurden naeh Einbettung in Paraplast (Shandon Scientific Co.) 4 wMikrotomsehnitte ange- 
fertigt, die Feulgen-gef~rbt und nach der Dipping-Methode mit Ilford K5-Kernemulsion 
beschiehtet wurden. Die Expositionszeit betrug 4--6 Wochen bei 4 ~ C. AnschlieBend wurden 
die Autoradiogrammo in Kodak D 19b-Entwiekler entwiekelt und in Kodak Unifix fixiert. 
Die Anzahl yon SilberkSrnern/Kern, yon der an ein Zellkern als markiert gewertet wurde, 
betrug entsprechend den jeweiligen Backgroundbestimmungen 3-=6. Die Mel3punkte bei 
den Markierte-Mitosen-Versuehen basieren auf der Auswertung yon :> 150 Mitosen je Me0- 
punkt. Bei den Synehronisationsexperimenten warden etwa 200 markierte Zellkerne je MeB- 
punkt ausgeztthlt. 

In einigen Versuehen wurde anstelle der autoradiographischen Auswertung eine Direkt- 
messung der gebundenen 8H-Aktivit4t mit Hilfe des Fliissigkeitsszintillations-Spektrometers 
durehgefiihrt. Hierzu wurden entweder 10 ~-Mikrotomsehnitte gleicher FlitchengrSBe auf 
Millipore-Filter aufgebracht, entparaftiniert und in Toluol-SzintillatorlSsung (5 g PPO 
0,3 g POPOP -}- 1 1 Toluol) gemessen, oder Gewebeproben nach Vakuumtrocknung bis zur 
Gewichtskonstanz mit Hilfe einer naeh Kalberer u. Rutschmann (1961) modifizierten Methode 
der troekenen Oxydation im geschlossenen Kolben verbrannt. ])as bei der Verbrermung ge- 
bildete HTO wurdo in Methanol absorbiert und die *H-Aktivit~t eines Aliquots naeh Mischung 
mit Szintillat~)rlSsung bestimmt. Alle Proben warden bis zum Auflaufen yon 104 Impulsen 
gemessen und die Z~hlausbeute mit tIilfe der Kanalverh~ltnismethode (Bush, 1963) bestimmt. 

Untersuchungen an Zellbulturen 
In einigen Versuehen wurden HU-haltige Blutplasmaproben zur Messung ihror ttemm- 

wirkung auf die DNA-Synthese mit permanenten Zellstttmmen (z. B. HeLa-Zellen) in Mono- 
layerkultur inkubiert. Zum Zeitpunkt der Messung (48 Std naeh Aussaat einer Startzellzahl 
yon 4 • 104/35 mm-Falcon-Plastikkulturschale) befanden sieh die Zellen in der exponentiellen 
Wach~tumsphase. Bei den mit gleicher Zellzahl/Kultursehale in einer Atmosphfixe yon 5% 
COe in Luft bei 37~ geziiehteten Kulturon wurde das Medium (2 ml Eagle's Medium, 
Dlflbeeco Modifikation, mit 10% Kalberserum) gegen 1 ml Blutplasma ausgetauscht 
und fiir 30 rain inkubiert. AnsehlieBend wurdo aH-Thymidin (1 ~Ci]Kultursehale in 10 ~1 
0,9% NaC1-L6sung; spez. Aktivit~t = 15 Ci/mM) zugesetzt und fiir weitere 30 min inlmbiert. 
Das Blutplasma wurde dann abgesaugt, die Kulturen 2 real mit Hanks-L6sung (4}-10 mg 
Thymidin/1; 4~ gewaschen, die Zellen mit 0,25% TrypsinlGsung (-}-10mg Thymidin/1; 
37 ~ C; l0 rain) abgelSst und die LSsung dureh Milliporefilter (Porenweite 0,45 ~m; Millipore 
Filter GmbH, Neu-Isenburg) gesaugt. Zur Entfernung der s~urelSsllchen Fraktion warden 
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die auf den Milliporefiltem abgelagerten ZeUen 2 real mit 50/o Triehloressigsi~ure (4 ~ C) nach- 
gewaschen. Nach Trocknung der Filter wurde ihre aH-Al~ivit~t im Fliissigkeitsszintillations- 
Spektrometer gemessen. 

PartieUe Hepatektomie 
Einige NIessungen wurden an weiblichen Ratten des Marshall-St~mms durchgefiihrt, 

die zuvor r (68%) worden waren. Die Operation erfolgte in Athernarkose 
nach der yon Higgins u. Anderson (1931) angegebenen NIethode. 

Ergebnisse 

Die Anwendung yon  H U  zur in vivo-Synchronisation durch tempor/ire In-  
hibition der DNA-Synthese  (vgl. Abb.  6 u. 7) mach t  eine genaue Bes t immung der 
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in vivo.Abfallkinetik der Substanz notwendig. Diese ist erforderlich, um die zeit- 
fiche J~uderung der HU-Konzentrat ion in bestimmten Zellsystemen mit AusmaB 
und Dauer der DNA-Synthesehemmung korrefieren zu k6nnen. Nur eine hin- 
reiehend kurze in vivo-Halbwertszeit (tl/2) und das damit verbundene rasehe 
Unterschreiten einer kritischen unteren Hemmkonzentration ist mit der zur 
Synchronisation erforderlichcn verz6gerungslosen Beendigung eines Blocks ver- 
einbar, t~/~ wurde daher in verschiedenen Zellsystemen und im peripheren Blur 
naeh ein- und mehrmaligen Puls-Dosen yon H U  bestimmt. Der grSSte Tefl dieser 
Messungen wurde an Rat ten der St~mme Marshall und BD IX durchgeffihrt, 
jedoch wurden wegen der M6glichkeit einer sp~teren Anwendung auch andere 
S~ugerspecies zum Vergleieh herangezogcn. In den Abb. 8, 10 u. 12 sowie in Tab. 2 
sind einige der gemessenen HU-Abfall-Kinetiken, bzw. die entsprechenden Werte 
fiir tl/2 wiedergegeben. 

Die Mel~ergebnisse zcigen zunKchst, dab ta/~ in den gemesscnen Systemen mit 
der verwendeten HU-Nachweismethode exakt bestimmt werden kann und in einer 
Gr6Benordnung liegt, welche der Forderung nach einer verzSgerungslosen Beendi- 
gung eines DNA-Syntheseblocks in den meisten F~llen genfigen sollte. So wird der 
Konzentrationsbereich zwischen 10 -4 m u n d  10 -5 m im Blut der Rat te  in 1,5 Std 
durchlaufen (s. Abb. 8 u. 12), einer Zeit, die im Vergleieh zu den bekannten 
te-Werten von S~ugerzellen sehr kurz ist. tl/~ zeigt bei versehiedenen Species 
charakteristische Unterschiede (Fabricius u. Rajewsky, 1971). Die tx/2-Werte 
im Blur yon Maus, Rat te  und Mensch verhalten sich wie 1:1,7:7,6. Dagegen 
weiehen die bei einer gegebenen Species (Marshall-Ratte) gemessenen 
t~/2-Werte fiir Blut und Tumorgcwebc (BICR-MIR-Tumor) nur um etwa J= 12 % 
yon einem gemeinsamen Mittelwert ab, so da$ hier die im Blur gemessenen Kon- 
zentrationswerte auch fiir das Tumorgewebe als repr~sentativ angesehen werden 
kSnnen. 

Beim in vivo-Abbau yon HU scheint der Leber eine zentrale Rolle zuzukom- 
men. Dies wird aus den Ergebnissen yon Experimenten deutlieh, in denen der 
in vitro-Abbau yon HU durch Leberhomogenat (Marshall-Ratte) bei 37~ mit 
Hilfe der HU-Naehweisreaktion verfolgt wurde (Fabrieins u. Rajewsky, 1971). 
Der Abbau erfolgt hier mit eincr t~/2 yon 30 rain und liegt damit in der gleichen 
Gr6Benordnung wie die entspreehenden unter in vivo-Bedingungen in Blur und 
Tumorgewebe gemessenen Werte (s. Tab. 2). Es war daher zu erwarten, da$ naeh 
2/3-Hepatektomie eine Verl~ngerung der Halbwertszeiten auftreten wiirde. In der 
Tat  ergab sich unter diesen Bedingungen fiir Blur und Tumorgewebe eine Erh6- 
hung yon tl/~ nm den Faktor  2,8 bzw. 2,5 (s. Tab. 2). In dcr intaktcn Leber der 
Rat te  gelingt ein Naehweis yon HU bereits 1 Std nach einer Dosis yon 0,5 mg 
HU/g K6rpergewicht nieht mehr, in der Restleber 2/3-hepatekr Tiere ist 
nach der gleichen Dosis HU naeh 3 Std nicht mehr nachweisbar (s. Tab. 2). 

Eine Ausnahme bildet der ffir den Embryo der BD IX-Rat te  am 18. Tag der 
GraviditKt gemessene Wert fiir ta/2. Legt man die fiir den BICR-M1R-Tumor der 
Marshall-Ratte ermittelte Halbwertszeit zugrunde, so liegt dcr entspreehende 
Wert ffir den Embryo um einen Faktor  1,6 h6her. M6glicherweise bietet der 
komplizierte Stoffaustausch zwisehen maternem Kreislaufsystem und Foet eine 
Erkl~irung ffir diesen Befund. 
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Tabelle 2. Halbwertsz~it (tl]~) der HU-Konzentration i~ verschiedene~ Geweben und Blur nach 
in vivo-A pplikation yon H U 

Spezies (Stature) Gewebe/Blut HU-Dosis tll~ (rain) 
(mg/g KSrpergowicht) 

Ratte (Marshall; !~) 
Ratte (Marshall; 9) 
Ratte (Marshall; 9) 
Ratte (Marshall; 9; 3 Std nach 
~[a HepaCektomie) 
Ratte (Marshal]; 9) Leber 
Ratte (Marshal]; 9; 3 Std nach Leber 
~/a Hepatektomie) 
Ratte (BD IX; Embryo am Embryo 
18. Tag der Graviditi~t) 
Maus (Balb/c; ~) Blur 
Ratte (Marshall; 9) Blur 
Ratte (Marshall; 9) Blur 
Ratte (Marshall; 9) Blut 
Ratte (BD IX; 9; 18. Tag Blur 
der Gravidit~t) 
Ratte (Marshal]; 9; 3 Std nach Blur 
~]s Hepatektomie) 
Mensch (9) r Blur 

BICRfM1R-Tumor 0,25 
BICR/M1R-Tumor 0,50 
BICR/M1R-Tumor 2 • 0,50 ~ 
BICR/M1R-Tumor 0,50 

0,50 
0,50 

29 
28 
29 
72 

b 

e 

0,25 45 

0,25 13 
0,25 21 
0,50 25 
2 • 0 , 5 ~  23 
0,25 20 

0,50 61 

0,10 ~ 100 

i Im Abstand yon 5 Std. 
b Nicht meBbar, da HU bereits 1 Std nach HU-Puls nicht mehr nachweisbar. 
~ l~icht gemessen, da HU nur bis zu 2 Std nach HU-Puls n~chweisbar. 
a Untersuchung in Zusammenarbeit mit der Yledizinischen Klinik d. Universit~t Tiibin. 

gen (Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Wilmanns). 
e Oral; in Form des Pr~parats Litalir| (Hydroxyharnstoff Squibb), v. Heyden AG, 

1VIiinchen. 

Es war nunmehr die Abh~ngigkeit der Inhibition der DNA-Synthese und der 
Blockdauer yon der initialen HU-Konzentrat ion und ihrer Abfall-Kinetik zu 
analysieren. Die Abb. 8, 9 u. 10 zeigen Ergebnisse entsprechender Experimente.  
l~ach einem HU-Puls  yon 0,5 mg HU/g KSrpergewicht sinkt, wie in Abb. 8 auf- 
grund autoradiographischer Messungen dargcstellt, der Anteil DNA-synthetisieren- 
der Zellen des BICR-M1R-Tumors scharf ab und beginnt nach Unterschreiten 
einer HU-Konzentrat ion yon etwa 2 • 10 -5 Mol/10 s g, d. h. nach etwa 5 Std, wie- 
der anzusteigen. Ebenso wie sein Beginn erfolgt auch die Beendigung des Blocks 
zeitlich schaff definiert. Die gleiche Abbfldung zeigt, daft die Blockdauer durch 
einen nach einem Zeitintervall yon 5 Std gegebenen zweiten HU-Puls  (0,5 mg/g 
K6rpergewicht) auf etwa 10 Std verl~ngert werden kann. Auch hier ist die Beendi- 
gung des Blocks mit  dem Unterschreiten der gleichen HU-Konzentrat ion im 
Tumorgewebe (~ 2 • 10 -5 Mol/108 g) korreliert. 

Ffir die foetale Rat te  (Abb. 9) betr~gt die Blockdauer nach Injektion yon 
0,5 bzw. 0,25 mg HU/g KSrpergewicht bei graviden BD IX-Ra t t en  ebenfalls etwa 
5 bzw. 2,5 Std, jedoch ist hier der Zeitpunkt der Beendigung des Blocks mit  dem 
Unterschreiten einer HU-Konzentrat ion yon etwa 2 • 10 -4 Mol/10ag Foetalgewebe 
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(HU-Konzentration im Blur des Muttertieres zum gleichen Zeitpnnkt etwa 
2 • 10 -5 m!) korreliert (Abb. 10). 

Da eine autoradiographische Auswertung allein aus methodischen Gr/inden 
keine quantitative Aussage bezfiglich der wghrend eines DNA-Syntheseblocks 
noch bestehenden Restsynthese gestattet, wurden beim Rattenembryo nach 
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Abb. 8. Antefl DNA-syathetisierender Zellen (n's/n) des BICR/M1R-Tumors der Marshall- 
Ratte a]s Funktion dor Zeit n~ch einmaliger Injektion yon 0,5 mg HU/g K6rpergewicht 
(linke Grafak), und nach zweimaliger Injektion yon 0,5 mg HU/g K6rpergewicht im Abstand 
yon 5 Std (rechte Grafik). Zus~.tzlich ist die HU.Konzentration im Tumorgewebe als Funktion 
der Zeit angegeben. Jeder Mel]punkt entspricht dem Mittelwert fiir einen Tumor; der Kon- 
trollwert (4- Standardabweichung) ist ein Mittelwert fiir 8 Tumoren. Ordlrtaten, links: ns*/n 
(% des Kontrollwertes), - -O- - ,  rechts: HU-Konzentration (Mol/10 s g}, - - 0 - - .  Abszissen, 
linko Grafik: Zeit nach HU-Puls (Std), rechte Grafik: Zeit nach dem ersten HU-Puls (Std) 

griindlicher Extrakt ion der s/iurelSslichen Frak-bion Direktmessungen der ein- 
gebauten SH-Aktivit/~t im FlfissigkeitsszintiUations-Spektrometer durchgefiihrt. 
Es ergaben sich 1 Std nach Injektion yon 0,25 bzw. 0,5 mg HU/g K6rpergewicht 
bei jeweils 8 unabh/~ngigen Bestimmungen Mittelwerte yon 1,8% bzw. 0,9~ der 
3H-Aktivit/~t der Kontrollwerte. Durch Langzeitexposition der entsprechenden 
Autoradiogramme konnte ferner gezeigt werden, dab die Restsynthese offenbar 
nicht einzeinen, gegen/iber der inhibitorischen Wirkung des H U  resistenten Zellen, 
sondern allen S-Zellen zuzuschreiben ist. 

Es war weiter zu priifen, ob die Hemmwirkung bei einer bestimmten, nach 
HU-Puls im Blut gemessenen HU-Konzentration derjenigen eines in vitro- 
Ansatzes mit gleicher HU-Konzentrat ion entspricht. Dutch Vergleichsmessungen 
an HeLa-Zellen in Monolayerkultur konnte gezeigt werden, dal~ dies in der Tat  
der Fall ist : Bei Inkubation der Referenzzellen mit Blutplasmaproben, die zu ver- 
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schiedenen Zeiten nach i~ vivo-Applikation yon t I U  gewonncn worden waren, 
entsprach die Abh/~ngigkeit der 8H-Thymidin-Einbauhemmung yon der HU- 
Konzentrat ion derjenigen yon Kulturen, denen entsprechende HU-Mengen im 
Kul turmedium zugesetzt worden waren (Abb. 11). Dieser Befund war insofern 

100o 

o 

- -  50 

.>_ 

< 
i 

"r- 

0 
0 5 Std 10 

Abb. 9 

120 

o 
"E 8O 

6O 

03  

E 

>.  

~, 2o 
-,.r- 

t ; 

�9 o 

o o 

2 4 Std 

Abb. 10 

Abb. 9. DNA-Synthese der fetalen Ratte als Funktion der Zeit nach Injektion yon 0,25 mg 
HU/g K6rpergewicht (O, Kurve A) bzw. 0,5 mg HU]g K6rpergewicht (A, Q, Kurve B) 
bei BD IX.Ratten am 18. Tag der Gravidit~t. Jeder MeBpunkt entspricht einem Mittelwert 
iiir 2---8 Embryonen. Kontrollwert =E Standardabweiehung. Ordi~mte: =H-Aktivit~t]mg 
Trockengewieht (% des Kontrollwertes) ($,  O); bzw. ~H-Aktivit~t/ 10 ~ Mikrotomsehnitt 
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Abb. 10. DNA-Synthese der fetaten Ratte als Funktion der Zeit nach Injektion yon 
0,25 mg ttU]g KSrpergewicht bei BD IX-Ratten am 18. Tag der Gravidit~t. Zus~tzlich ist 
die HU-Konzentration im Embryo als Funktion der Zeit angegeben. Die mit ( O ) bezeichneten 
MeBpunkte sind Mittelwerte fiir 3--8 Embryonen, die mit ( � 9  bezeichneten Mel3punkte ent- 
sprechen jeweils einem Embryo. Ordinaten, links: SH-Aktivit~t/mg Troekenge~u'cht (~ des 
Kontronwertes), - - O - - ,  rechts: HU-Konzentration (Mol/10 ~ g), - - � 9  Abszisse: Zeit nach 

HU-Puls (Std) 

lOx'tO -~ 

6 

% 

g 

r  

2 ~  
f 

"1- 

yon Bedeutung, als in Anbetracht des noch ungekl~rten Meehanismus der DNA- 
Synthesehemmung durch H U  nicht yon vornherein unterstellt werden durfte, dab 
die gemessenen HU-Konzentrationskinetiken mit  denjenigen des eigentlichen 
Inhibitors (falls es sich um ein Derivat  yon H U  handeln sollte) parallel verlaufen 
wiirden. 

Als Modellsystem fiir die Analyse der Kurz- und Langzeiteffekte einer tempo- 
r~ren Blockade der DNA-Synthese auf die Kinetik proliferierender Zellpopula- 
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(Std), rechte Grafik: Zeit nach dem ersten HU-Ptfls (Std) 

19 Z. Krebsforsch. Bd. 76 
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tionen in vivo wurde der BICR-M1R-Tumor der Marshall-Ratte verwendet. Das 
BICR-M1R-System erschien fiir diese Untersuchungen besonders geeignet, da 
seine Zelleyclusparameter zuvor bestimmt worden waren (s. Tab. 1). Bei den 
zellkinetischen Messungen wurde der Antefl DNA-synthetisierender Zellen (ns*/n), 
bzw. der Anteil yon Zellen in Mitose (nM/n) als Funktion der Zeit nach Blockade 
der DNA-Synthese bestimmt. 

In  Abb. 12 ist die Kurzzeitkinetik des BICR/M1R-Systems nach Inhibition der 
DNA-Synthese ffir 5 Std bzw. 10 Std dargestellt. Der seharfe Anstieg von ns*/n 
nach Beendigung des Blocks und das Durchlaufen eines Peaks etwa 3 Std naeh 
Beendigung des Blocks zeigt, dab eine partielle Synchronisation der Population 
erreicht wurde. Die Peaks ffir ns*/n werden in beiden F/fllen etwa 4 Std sp/iter yon 
Peaks ffir nM/n gefolgt (in Abb. 12 nicht dargestellt), die den Kontrollwert fiir 
nM/n um etwa einen ~aktor  3,5 bzw. 2,5 fibersteigen (Rajewsky, 1970 (1); (s. aueh 
Abb. 13). W/ihrend der Peakwert fiir ns*/n nach einem 5 Std-Block gut mit 
dem aufgrund der Zellaltersverteilung der asynchronen Population berechneten 
theoretischen Wert Libereinstimmt, ist der Peakwert f/Jr ns*]n nach einem 10 Std- 
Block deutlich niedriger als der theoretisch erwartete Wert. Dies muB dahingehend 
interpretiert werden, dab w/~hrend des Blocks ein Teil der blockicrten S-ZeUen 
inaktiviert wurde, und zwar wahrscheinlich infolge einer f/ir dieses Zellsystem zu 
extensiven Bloekadedauer ("unbalanced growth";  Cole u. Strauss, 1970; Eidinoff 
u. Rich, 1959; Kim u. Mitarb., 1967; Rueckert u. Mueller, 1960). In  Anbetracht 
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Abb. 13. Anteil yon BICR/M1R-Zellen in Mitose als Funktion der Zeit nach Injektion yon 
0,5 mg HU/g KSrpergewicht. 30 rain vor dem HU.Puls wurden die zu diesem Zeitpuukt in 
der S-Periode des Zellcyclus befindlichen Zellen mit aH-Thymidin markiert. Die MeBwerte 
sind Mittelwerte fiir je 2 Tumoren. Die schwarzen Balken in den linken oberon Ecken der 
Grafiken geben die Dauer des DNA-Syntheseblocks an. Die Gesamtzahl der Zellen (n)wurde 
jeweils auf die Ausgangszellzahl (no) der Population vor der Mitose korrigiert. Linke Crrafik: 
Anteil markierter BICR/M1R-Zellen in ~/[itose (nx*/no); linke Ordinate. l~echte Grafik: Anteil 
unmarkierter BICR]M1R-ZeUen in Mitose (n~-/no); rechte Ordinate. Absz~saen: Zeit nach 

HU-Puls (Std) 
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der zur Verl/~ngerung der Blocksdedsuer verwendeten Technik (2 Pulsinjektionen 
yon je 0,5 mg HU/g KSrpergewicht im Abstand yon 5 Std) kSnnte tin cytotoxi- 
scher Effekt jedoch such darauf zuriickzufiihren sein, dab die blockierten Zellen 
ein weiteres Mal der hohen HU-Ausgangskonzentrstion yon etws 5 • 10 -a Mol/ 
10 -3 g ausgesetzt wurden. Andererseits zeigt abet das Auftreten eines Mitosepeaks 
4 - 5  Std nach dem Peak fiir ns*/n , dab such bei einer Blockdauer yon 10 Std ein 
Tefl der blockiertcn S-Zellcn hinsichtlich ihrer F/~higkeit zur DNA-Synthese und 
Mitose intakt geblieben sein muB. 

Obwohl im Fallc des 5 Std-Blocks bereits die HShe des erreichten Peaks f~r 
ns,/n eine akute Inaktivierung yon S-Zellen unwahrscheinlich macht, wurde 
zus/~tzlich die Passage dcr zuvor in S geblockten Zellen durch die erste auf den 
Block folgende Mitose verfolgt. Dazu wurden die S-Zellen der asynchronen BICR/ 
M1R-Population 30 min vor Beginn eines 5 Std-Blocks mit 3H-Thymidin vor- 
markiert, und nach Beendigung des Blocks die Passage markierter und unmarkier- 
ter Zellen durch die Mitose registriert. Die Abb. 13 zeigt das Ergebnis eines solchen 
Versuchs. Man erkennt deutlich, dab zun/~chst ausschlieBlich markierte Zellen 
(nM*/no) die Mitose durchlaufen (Maximum etwa 6 Std nach Beendigung des 
Blocks). Erst  etwa 10 Std nach Beendigung des Blocks finder sich ein Maximum 
fiir den Mitoseindex unmarkicrter Ze]]en (nM-/n0) , welches den w/~hrend des Blocks 
im G1-S-Ubergangsbereich aufgelaufenen Zcllen zuzuschreiben ist. 

In  Abb. 14 ist die Langzeitkinetik des BICR/M1R-Systems nach einer Block- 
dauer yon 10 Std dargestellt. Zus/~tzlich zu dem in Abb. 12 gezeigten ersten Peak 
fiir ns*/n bei etwa 13 Std t r i t t  hier ein zweiter Peak bei etwa 26 Std (s. such Abb. 
15) auf, welcher dem Antefl dcr nach dem Block intakt gebliebenen S-Zellen zu- 
geschrieben werden muB. Diese Zellen haben etwa 7--8 Std nach Beendigung des 
Blocks die Mitose passiert und durchlsufen nun nach ciner G1-Periode yon norma- 
ler Dauer ihre n/~chste S-Periode. Der dritte, grSBere Peak, dessen Anstieg bei 
etwa 31 Std beginnt, wird durch die w~hrend des Blocks im G1-S-~bergangsbereich 
akkumulierten Zellen vcrursacht. 
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Abb. 14. Antefl DNA-synthe~isierender BICR/M1R-ZeUen (ns*/n) als Funktion der Zeit 
nach zweimaliger Injektion yon 0,5 mg HU/g K6rpergewicht im Abstand yon 5 Std. Die 
Mel3punkte entsprechen Mittelwerten fiir 2--3 Tumoren. Die jewefligen Standardabweichun- 
gen sind angegeben. Der schwarze Balken in der linken oberen Ecke der Grafik gibt die Dauer 
des DNA-Syntheseblocks an. Ordinate: ns*/n. Abszisse: Zeit nach dem ersten HU-Puls (Std). 
(Nach Rajewsky [1970 (1)] mit Genehmigung yon Academic Press Inc., New York-London) 

19" 
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Abb. 15 zeigt das Ergebnis eines Experiments, in dem beim BICR]MIR- 
Tumor nach einem initialen Block yon 5 Std nach 30 Std, also zu Beginn des in 
Abb. 14 gezcigten drit ten Peaks fiir ns./n , eine zweite Blockade (0,4 mg HU/g 
KSrpergewicht) durchgefiihrt wurde. Dieser zweite Block hat einen neuen ,,Initial- 
peak" mit einer gegeniiber dem normalerweise nach einem 5 Std-Block auf- 
tretenden ersten Peak gesteigerten HShe und Amplitude zur Folge. Daraus kann 
geschlossen werden, dal~ der Synchroniegrad durch ein an den Zellcyclusparame- 
tern orientiertes "timing" mehrfacher Blocks gesteigert werden kann. 
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Abb. 15. hnteil DNA-synthetisierender BICR]M1R-Zellen (ns*/n) als Funktion der Zeit nach 
Injektion yon 0,5 und 0,4 mg HU/g K6rpergewicht im Abstand yon 30 Std. Jeder MeBpunkt 
entspricht dem Mittelwert fiir einen Tumor. Der KontroUwert (~ Standardabweichung) 
ist ein Mittelwert fiir 8 Tumoren. Ordinate: ns*/n. Abszisse: Zeit nach dem ersten HU-Puls 
(Std). (Nach Rajewsky [1970 (1)] mit Genehmigung yon Academic Press Inc., New York- 

London) 

In  den Abb. 16, 17 u. 18 sind Ergebnissc proliferationskinetischer Messungen 
an der fetalen BD IX-Rat te  (18. Tag der Gravidit~t) sowie an Milz und Leber der 
adulten Marshall-Ratte dargesteUt. Dabei handelt es sich im Fallc der fetalen 
Rat te  um Messungcn der 8H-Aktivit~t/mg Gewebe nach in vivo-Pulsmarkierung 
mit 3H-Thymidin, also nieht um die in allen anderen F~llen durchgeffihrte auto- 
radiographische Bestimmung yon n v*/n. 

Abb. 16 zeigt das Verhalten der DNA-Synthese bei fetalen Rat ten  nach 
Injektion ciner Pulsdosis yon 0,25 nag HU/g KSrpergewieht bei graviden BD IX- 
Ratten. In Analogie zu den Beobachtungen am BICR/M1R-Tumor fiihrt dies zu 
einer etwa 2,5 Std dauernden Blockade der DNA-Synthese, die yon einem rasehen 
Anstieg, und nach Erreichen eines Peaks bei etwa 7 - 8  Std yon einem erneuten 
Absinken gefolgt ist. Die Position eines offenbar vorhandenen zweiten Peaks kann 
wegen der Streuung der Mel3werte nicht sieher festgelegt werden. Die fetale Rat te  
enthiilt eine Kombination meist sehr rasch proliferierender ZeUpopulationen. Bei 



Tempors Inhibition der DNA-Synthese durch Hydroxyharnstoff 283 

I~0 

100 
E 

.~ 8o 

20 

0 
0 

, , , i I I I ! i ! I i i t i I i t i , 

5 10 15 $td 20 

Abb. 16. DNtk-Synthese der fetalen Rattm als Funktion der Zeit nach Injektion yon 0,25 mg 
HU/g K6rpergewicht bei BD IX-Ratten am 18. Tag der Gravidit~t. Die MeBpunkte ( •  Stan- 
dardabweichung) sind Mittelwerte fiir 3--8 Embryonen. Ordinate: 'H-Aktivi~t/mg Trocken- 
gewicht (% des Kontrollwertes). Abszisse: Zeit nach HU-Puls (S~I) - -  (Nach Rajewsky u. 

Mitarb. (1971) mit Genehmigung yon Academic Press Inc., New York-London) 
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Abb. 17. Antefl DNA-synthetisierender Milzzellen (ns*/n) der adulten Marshall-Ratte (~) 
als ~ u k t i o n  der Zeit nach zweimaliger Injektion yon 0,5 mg HU/g K6rpergewicht im Ab- 
stand yon 5 Std. �9 Kleine Lymphocyten, o Alle Milzzellen. Die Kontrollwerte wurden auf 
den Wert 1,0 normiort. Ordi~zt~: na*/n (relative Einheiten). Abazisae: Zeit nach dem ersten 

HU-Pu]s (Std) 
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proliferierenden fetalen Zellsystemen ist der Anteil yon t s an t c meist sehr hoeh, 
d. h. tGl und ta= sind vergleichsweise yon geringer Dauer (s. Pilgrim u. Mitarb., 
1965). Daher kann als Folge der tempor~ren Blockade der DNA-Synthese ein den 
Kontrollwert erheblieh iibersteigender Peakwert in diesem Falle nicht erwartet 
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Abb. 18. &uteri DNA-synthetisierender Leberzellen (ns*]n) der adultell Marshall.Ratte (9) 
als Punktion der Zeit nach zweimaliger Injektion yon 0,5 mg HU/g K6rpergewicht im Ab- 
stand yon 5 Ski. ~ Leberparenchymzellen, �9 Nichtparenchymale Leberzellen. Die KontroU- 
werte wurden auf den Wert 1,0 normiert. Ordinate: ns*/n (relative Einheiten). Abszlss,: 

Zeit naeh dem ersten HU-Puls (Ski) 

werden. Es besteht dementsprechend kein Grund zu der Annahme, dab eine hSher- 
gradige Inaktivierung yon Zellen eingetreten ist. Daffir spricht auch die Beob- 
achtung, dal3 Aufzuchtsrate und Lebenserwartung der Feten dutch ein Block- 
experiment des besehriebenen Typs nicht beeinfluBt werden. 

Die Proliferationskinetik der versehiedenen Zellpopulationen yon Milz und 
Leber der adulten Rat te  nach tempor/~rer Blockade der DNA-Synthese 1/~Bt eine 
vom Verhalten des BICR-M1R-Tumors bzw. der embryonalen l~atte abweiehende 
Reaktion dieser ZeUsysteme erkennen. 

In  Abb. 17 ist das Verhalten yon ns*]n in der Milz als Funktion der Zeit naeh 
einem HU-Bloek dureh zweimalige Injektion yon 0,5 mg HU/g KSrpergewieht hn 
Abstand yon 5 Std dargestellt. Hier ergibt sich sowohl fiir die gesamten Zellen der 
Milz als auch ftir die kleinen Milzlymphoeyten alleine ein stark verzSgerter Wieder- 
anstieg dieses Parameters. Zu einem Zeitpunkt yon 50 Std naeh Blockbeginn hat 
ns*/n nur bei Bezug auf die Gesamtpopulation den Bereieh des Kontrollwerts 
erreieht. Der im Vergleich zur Gesamtpopulation langsamere Anstieg yon ns*/n fiir 
die Population der kleinen Lymphoeyten weist auf eine hochgradige Sch/~digung 
besonders dieses Zelltyps bin. 
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Die Parenehymzellpopulation der adulten Leber ist bekanntlieh gekennzeichnet 
dureh einen extrem niedrigen Antefl yon Zellen in DNA-Synthese und Mitose, bzw. 
dureh einen sehr hohen Antefl anseheinend nieht im Zelleyelus befindlieher (,,Go"-) 
Zellen, welche die F~higkeit besitzen, naeh chemiseher Sch~digung oder teilweiser 
Entfernung der Leber wieder in den Zellcyclus einzutreten (Leberregeneration; 
s. Bucher, 1963). Der naeh zweimaliger Injektion yon 0,5 mg HU/g KSrpergewieht 
im Abstand yon 5 Std fiir diese Zellpopulation beobaehtete Anstieg yon ns*/n 
auf etwa das 30-50faehe des Kontrollwerts (s. Abb. 18) stellt ohne Zweifel eine 
,,regenerative" Reaktion dar, d .h .  sie wird im wesentliehen dutch Stimulation 
zuvor nicht im Zellcyelus befindlicher Zellen verursaeht. In Analogie zu der Situa- 
tion naeh partieller Hepatektomie beginnt ns*/n etwa 15 Std nach dem ersten 
HU-Puls fiber den Kontrollwert anzusteigen. Dies l ~ t  vermuten, dab bereits dem 
ersten HU-Puls ein ,,toxischer" Effekt auf die Parenehymzellpopulation zuzu- 
schreiben ist. Im Gegensatz zur Parenehymzellpopulation steigt der ns*/n-Wert fiir 
die nicht-parenchymalen Zellen nur auf das maximal 2 -4fache  des Kontroll- 
wertes an. Bei beiden Zellpopulationen beginnt der Wiederanstieg yon ns*/n, 
entsprechend den Verh~ltnissen beim BICR/MIR-Tumor und bei der fetalen 
Ratte, etwa 5 Std nach dem zweiten HU-Puls. 

Diskussion 

Das in den vorliegenden Experimenten zur in vivo-Synchronisation proliferie- 
render Zellpopulationen verwendete Verfahren basiert auf der Vorstellung, dab 
eine tempor~re spezifische Blockade der DNA-Synthese die in der S-Periode des 
Zellcyclus befindlichen Zellen daran hindert, ihre DNA-Synthese zuendezufiihren, 
w~hrend die z. Z. des Blocks in G~, M oder G~ befmdliehen Zellen ihren Weg durch 
den Zelleyclus ungehindert fortsetzen nnd sieh schliel31ieh im G1-S-~bergangs- 
bereieh aufstauen. Naeh Beendigung des Blocks liegt dann eine teflsynchronisierte 
Zellpopulation vor. Die tempor~re Blockade der DNA-Synthese fiihrt dabei zu 
einer charakteristisehen Ver~nderung des normalen Zellaltersverteilungsdia- 
gramms der asynchronen Population (vgl. Abb. 6 u. 7). Der Grad der dureh einen 
Block der DNA-Synthese erreiehbaren Synchronie h~ngt ab yon der Blockdauer, 
yon der relativen Dauer yon t z im Vergleich zu t a sowie yon der Verteilung yon t a 
bei der gegebenen Zellpopulation. Mit anderen Worten, um je weniger t c die Dauer 
der S-Periode (tz) iibersteigt, je kiirzer die Blockdauer im Vergleich zu t e - t s ,  und 
je gr6~er die Streuung yon t c (und der Dauer der einzelnen Zelleyclusperioden) 
(vgl. Abb. 2), desto geringer der Grad der erreiehbaren Synehronie. Eine zus~tzliehe 
Verbesserung des Synehroniegrades kann grunds~tzlich auf zwei Wegen erzielt 
werden: 

a) Die blockierten Zellen kSnnen fiir die Dauer des Blocks nicht nur in S arre- 
tiert, sondern infolge cytotoxiseher Effekte des Inhibitors auch abgetStet, d. h. 
aus der proliferativen Fraktion der Population eliminiert werden. Die synchroni- 
sierte Population besteht dann nur noch aus den im G1-S-Ubergangsbereich auf- 
gestauten Zellen, d .h .  flare Zellaltersverteflung ist wesentlieh enger und ihr 
Synchroniegrad damit entspreehend hSher geworden. Dieser Effekt tr i t t  bei der 
tempor~ren Blockade der DNA-Synthese h~ufig in mehr oder weniger ausgepr~gter 
Weise auf. Die gezielte Anwendung hoher Inhibitorkonzentrationen, bzw. exeessi- 
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ver Blockzeiten zur Ausschaltung der bloekierten S-Zenen wird jedoch unter 
in vivo-Bedingungen naturgem~B auf spezielle F~ille beschr~nkt bleiben miissen. 

b) Es k5nnen mehffache Blocks nach einem an den Zellcyclusparametern der 
Population orientierten zcitlichen Schema angewendet werden. So wird ein zweiter 
Block, der zeitlieh so angesetzt ist, dab er die aus dem ersten Block entlassenen 
S-Zellen im Gz-S-Ubergangsbereich vor ihrer n~chstfolgenden S-Periode abfiingt, 
den Grad der Synchronie wesentlieh erhShen (vgl. Abb. 15). 

Unsere Untersuchungen zeigen, daB eine in vivo-Synchronisation proliferieren- 
der S~ugergewebe dureh tempor~re Inhibition der DNA-Synthese unter geeigneten 
Bedingungen erreicht werden kann. Dabei hat sich Hydroxyharnstoff (HU) wegen 
seiner hohen Spezifit~t und Wirksamkeit als besonders geeignet erwiesen. Die 
Substanz ist in den letzten Jahren mit unterscMedlichen Erfolgen auch in der 
Tumortherapie verwendet worden (Literatur s. Ariel, 1970). Sic bietet neben einer 
geringen allgemeinen Toxieit~t au6erdem den fiir eine Anwendung zur Synehroni- 
sation entscheidenden Vorzug, dab ihr Abbau im S~iugerorganismus sehr raseh 
erfolgt, und damit eine nahezu verz5gerungsfreie Beendigung yon DNA-Synthese- 
blocks erm5glicht. 

Der Meehanismus der DNA-Syntheschemmung durch HU ist noch nicht voll- 
st~ndig gekl~irt. Neben einer Inhibition des Ribonucleotid-Reduktase-Systems 
(Adams u. Lindsay, 1967; Gale, 1968; Krakoff u. Mitarb., 1968; Young u. Hodas, 
1964; Young u. Mitarb., 1967(2)) werden auch direkte Wirkungen auf die DNA 
(Rosenkranz, 1970; Rosenkranz u. Jaeobs, 1968; Rosenkranz u. Mitarb., 1968; 
Rosenkranz u. Mitarb., 1969) sowie die Entstehung aktiver Metabolite unter 
in vivo-Bedingungen (Rosenkranz, 1970; Rosenkranz u. Mitarb., 1969) diskutiert. 
HU wird in vivo in der Hauptsaehe zu Harnstoff abgebaut (Adamson u. Mitarb., 
1965(1); Colvin u. Bono, 1970). Das fiir den Abbau der Substanz entseheidende 
Organ ist die Leber. Nach in vivo-Applikation yon HU bestimmt die Abbaurate 
in der Leber die Abfallkinetik des Inhibitors in Blur und Geweben (Fabrieius u. 
Rajewsky, 1971; vgl. Tab. 2). Mit tTilfe eines modifizierten Hydroxamatnach- 
weises (s. Fabricius u. Rajewsky, 1971) kann die HU-Konzcntration in Blur und 
Geweben exakt gemessen werden. Die HU-Konzentrationswerte fiir Blur und 
Tumorgewebe (BICR/MIR-Tumor) bei der Ratte nnterscheiden sich nur un- 
wesentlich. Dagegen l~Bt sich die fiir eine bestimmte S~ugerspecies gemessene 
Halbwertszeit (h/a) des HU-Abbaus nicht direkt auf andere Species iibertragen. 
W~hrend beispielsweise tzl 2 fiir das Blur der Maus ctwa 13 min betr~gt, liegen die 
entspreehenden Werte ffir die Ratte bzw. den Menschen um einen Faktor 1,7 
bzw. 7,6 hSher. In den untersuchten Geweben der Ratte stieg die naeh Injektion 
yon 0,25 bzw. 0,5 mg HU/g K5rpergewich~ nahezu vollst~ndig blockierte DNA- 
Synthese im allgemeinen nach Unterschreiten einer HU-Konzentration von 
etwa 2 • 10 -5 Mol/108 wieder an. Dagegen trat bei der fetalen Ratte die Beendi- 
gung des Blocks bereits bei Unterschreiten einer HU-Konzentration yon etwa 
2 • 10 -4 Mol/103g ein. Ein iihnlicher Schwellenwert (~ 1,5 • 10 -~ Mol/103 g) 
ergab sich fiir mensehliche Leukiimiezellen (Rajewsky u. Griineisen, in Vorbe- 
reitung). 

W~hrend der Synchronisationseffekt naeh Blockdanern yon 2,5 Std bzw. 5 Std 
beim BICR/M1R-Tumor der Ratte, und mit groBer Wahrscheiulichkeit auch bei 
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der fetalen Ratte, dan auf der Zellaltersverteflung basierenden theoretisehen Er- 
war~ungen entsprach, traten naeh einer Blockdauer yon 10 Std durch zweimalige 
Injektion yon 0,5 mg HU/g K6rpergewicht im Abstand yon 5 Std Anzeichen fiir 
cytotoxisehe Effekte auf. Diese schienen beim BICI~]M1R-Tumor auf einen Tefl 
der bloekierten S-Zellen besehr~nkt zu sein. Dagegen muB im Falle der Milz- und 
Leberparenchymzellen damit gerechnet werden, daft auch solche Zellen inaktiviert 
wurden, die sieh w~hrend des Blocks nicht in der S-Periode des Zellcyclus befanden. 
Es konnte zwar fiir den Fall eines 5 Std-Blocks beim BICR-M1R-Tumor gezeigt 
werden, dab die in S blockierten Zellen nach Beendigung des Blocks die n~chst- 
folgende Mitose offenbar intakt passieren; jedoch kann aus methodischen Grfinden 
die ~berlebenswahrseheinlichkeit bzw. Proliferationsfiihigkeit dieser Zellen in vivo 
nicht fiber mehrere Cyclen kin verfolgt werden. Aussagen fiber die langfristige 
~berlebenswahrseheinlichkeit yon ZelIen, deren DNA-Synthese in vivo tempor~r 
blockiert wurde, sind daher vorl~ufig nicht m6glich. 

Cytotoxisehe Wirkungen groBer HU-Dosen auf Zellsysteme mit hohcn 
Proliferationsraten (Kryptenepithelien des Diinndarms, Knochcnmark, Thy- 
mus, Milz und Lymphknoten) sind yon versehiedenen Autoren beschrieben 
worden (Farber u. Baserga, 1969; Philips u. Mitarb., 1967). Auch bei der 
naeh unserer Methode durehgeffihrten Synehronisation der Kryptenepithelien 
im Diinndarm der Maus ist auf eine Inaktivierung yon S-Zellen geschlossen worden 
(Gillette u. Mitarb., 1970). Auff~llig ist die auBerordentlich hohe Empfindlichkeit 
lymphatiseher Zellen, die anscheinend bereits durch knrzzeitige HU-Blocks 
irreversibel gesch~digt wcrden k6nnen (vgl. Abb. 17). Die damit gegebene MSg- 
liehkeit, eine Ze]lpopulation vom lymphatischen Typ dureh eine temporiire 
Blockade der DNA-Synthese mit zus~tzlicher Elimination der bloekierten S-Zellen 
zu synchronisieren, ist kiirzlich an Zellen eines transplantablen M~uselymphoms 
der AKR/J-Maus ausgenutzt worden (Madoc-Jones u. Mauro, 1970; Mauro u. 
Madoe-Jones, 1969). Allerdings wurde bier nicht die proliferationskinetisehe 
Reaktion der Population nach Beendigung des Blocks analysicrt, sondern eine 
bei diesem System mSgliehe Messung der F~higkcit der Zellen zur Koloniebildung 
in der Milz durehgeffihrt. Eine proliferationskinetische Analyse whre insofern 
notwendig gewesen, als Hinweise daftir vorliegen, daft die toxische Wirkung 
yon HU bei lymphatisehen Zelten nieht auf S-ZelIen besehr~nkt sein mul3. So 
sind eytotoxische Effekte yon HU auch bei der,,ruhenden" Population der kleinen 
Knoehenmarkslymphocyten beobachtet worden (Bohne u. Mitarb., 1970). In 
diesem Zusammenhang ist die an der Parenehymzellpopulation der adulten 
Rattenleber nach einem I0 Std-Block beobachtete ,,regenerative" Reaktion 
yon ns*/n (vgl. Abb. 18) yon Interesse, die auch auf eine Schiidigung nicht 
im Zellcyclus befindliehcr, sog. ,,G0"-Zellen hinweist. Dagegen konnte bei 
den DNA-synthetisierenden Zellen der regenerierenden Leber (sowie anderer 
normalerweise ruhender ZeUsysteme nach Stimulation der DNA-Synthese) eine 
Inaktivierung durch HU nicht nachgewiesen werden (Farber u. Baserga, 1969; 
Schwartz u. Mitarb., 1965). 

Als ,,Index" fiir den Grad der bezfiglich des Durchlaufens der DNA-Synthese 
erreiehten Synchronic kann die Differenz zwisehen dem auf die Blockade folgenden 
Peak und dem anschlieBenden Minimum fiir ns*/n verwendet werden (Sinclair, 
1969). Ffir den BICR]MIR-Tumor der Ratte wiirde dieser Index nach einem 5 Std- 
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Block bei 0,5-0,6 liegen. Dieser Wert erscheint relativ niedrig, wenn man ihn mit 
in Zellkulturexperimenten gemessenen Indices yon etwa 0,8 (Sinclair, 1969) ver- 
gleicht. Es ist jedoch zu berOeksichtigen, daft Zellkulturen im allgemeinen eine 
weir geringere Streuung yon t c atffweisen als sic fiir Zellpopulationen unter in vivo- 
Bedingungen meist gefunden wird (Steel u. Mitarb., 1966; Steel u. Hanes, 1971). 
Im iibrigen wird der wirkliche Synchroniegrad immer dann hSher sein als dutch 
diesen Index angegeben, wenn die Anzahl der unmarkierten Zellen bei der Be- 
stimmung yon ns*[n S-Zellen einschlie~t, die w/~hrend des Blocks abgetStet, aber 
aus dem entsprechenden Zellsystem noch nicht eliminiert vrurden. 

Die proliferationskinetischen Befunde am BICR]MIR-Tumor enthalten HJn- 
weise dafiir, da~ Zellen, die in der S-Periode blockiert worden waren, nach Beendi- 
gung des Blocks die DNA-Synthese schneller durchlaufen als unter normalen 
Bedingungen. Ein derartiger Effekt wiirde zu einer zeitweisen ErhShung der 
Mitoserate fiihren. Dadurch wfirden die ~iitosepeaks verst/~ndiich, die etwa 7 Std 
nach Beendigung der Blocks beobachte~ werden und die aufgrund der Zellalters- 
verteilung zu diesem Zeitpunkt theoretisch zu erwartenden Werte fiir nM/n er- 
heblich fibersteigen. Der gleiche Effekt kSnnte auch fiir die Trermung zweier 
Subpopulationen [a) Zcllen, die w/~hrend des Blocks in S arretiert wurden; b) Zel- 
len, die w/~hrend des Blocks im G1-S-(~bergangsbereich angestaut wurden] ver- 
antwortlich sein, die sich im Auftreten zweier getrennter Peaks fiir ns*/n nach der 
ersten auf den Block folgenden Mitose ausdriickt (s. Abb. 14 u. 15). Eine Ver- 
kiirzung yon t s nach tempor/~rer Hemmung der DNA-Synthese ist fiir einige Zell- 
st~mme in Kultur beschrieben worden (Pfeiffer u. Tolmach, 1967; Rueckert u. 
Mueller, 1960; Till u. Mitarb., 1963). Fiir die vermutete Beschleunigung der DNA- 
Synthese kann eine befriedigende Deutung derzeit nicht gegeben werden. Es ist 
unwahrscheinlich, dab die w/~hrend des DNA-Syntheseblocks beobachtete Rest- 
synthese, die wohl auf eine •ucleotidpool-Reserve der Zellen zurfickzuffihren ist, 
einen solchen Effekt hervorrtffen kann. Da HU die RNA- und Proteinsynthese 
nicht wesentlich beeinflu~t (Pollack u. Rosenkranz, 1967 ; Young u. Hodas, 1964) 
w~re es auch denkbar, dab w/~hrend eines HU-Blocks eine Anreicherung yon 
,,Initiator-"Proteinen in den blockierten S-Zellen effolgt, die nach Beendigung 
des Blocks eine ,,synehronisierende" Wirkung auf die zeitliehe Sequenz der 
Replikon-Initiation in den Chromosomen (Prescott, 1969; Rajewsky, 1970 (1) 
bewirken und damit zu einer Verkiirzung yon t s fiihren k5nnte. 

Die dargestellten Untersuehungen zur in vivo-Synchronisation normaler und 
maligner S/~ugerzellen sind im Hinblick auf Problemstellungen der experimentellen 
und klirdschen Krebsforschung durehgefiihr~ worden. So ist die Veff/igbarkeit 
in vivo vorsynchronisierter Targetzellsysteme z. B. eine wichtige Voraussetzung 
fiir die Priifung der Frage nach dem Vorhandensein Zellcyclusphasen-spezifi- 
scher Empfindlichkeitsmaxima fiir die Initiation der malignen Transformation 
dureh cancerogene Agentien. Fiir derartige Untersuchungen bitten sich chemische 
Cancerogene an, die in vivo mit sehr kurzer Halbwertszei~ abgebaut werden 
(,,Pulscancerogenc"; Rajewsky, 1970 (2)), z .B. Verbindungen yore Typ des 
)~thylnitrosoharnstoffs (Druckrey u. Mitarb., 1967). Eine einzige Pulsdosis dieser 
Substanz, in einem bestimmten Stadium der Gravidit/~t appliziert, erzeug~ bei 
den Nachkommen gravider Ratten mit hoher Ausbeute maligne Tumoren 
(Druckrey u. Mitarb., 1967). Es war das Ziel der an fetalen BD IX-Ratten durch- 
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gefiihrten Synehronisationsversuche, eine Grundlage fiir die Bearbeitung der 
obengenannten Fragen zu schaffen. 

Die Bedeutung synchronisierter Zellsysteme ffir die Priifung der Zelleyclus- 
phasen-Spezifit~t der cytociden Wirkung chemischer Substanzen oder ionisie- 
render Strahlung braucht nicht besonders betont zu werden. Fiir eine ganze 
Reihe ehemischer Verbindungen (Mauro u. Madoc-Jones, 1970) sowohl als auch 
fiir RSntgenstrahlung (Sinclair, 1968) ist eine solche, zum Tefl auBerordentliche 
starke Phasenspezifit~t an Zellkulturen bereits gezeigt worden. Entsprechende 
Verh~ltnisse seheinen anch beziiglich der Immuncytolyse bei bestimmten Zell- 
st~mmen in Kultur  (Cikes, 1970; Shipley, 1971) und experimentellen Tumoren 
in vivo (Rajewsky u. Griineisen, in Vorbereitung) vorzuliegen. Die Relevanz 
dieser Befunde fiir die proliferierenden Zellen maligner Tumoren mu$ an geeig- 
neten in vivo-Systemen nachgepriift werden. 

Grunds~tzlich kann daran gedacht werden, der therapeutisehen Anwendung 
eines phasenspezifisehen Agens eine (Teil-)Synchronisation der proliferierenden 
Tumorzellen vorzuschalten, um einen grSSeren Anteil maligner Zellen wKhrend 
ihres Empfindliehkeitsmaximums zu treffen. Jedoeh miiflten dazu gleichzeitig 
Verfahren ausgearbeitet werden, die es gestatten, die infolge ihrer Mitsynchroni- 
sation ebenfalls erh6hte SchKdignngsgefahr ffir normale Zellsysteme des Organis- 
mus auf ein tolerables MaB zu reduzieren. Hierzu kSmlte unter anderem die Tat- 
sache ausgenutzt werden, da$ sich die Zellcyelusparameter der meisten Zell- 
systeme in spezifiseher Weise unterscheiden. Als Funktion der Zeit naeh Syn- 
chronisation wiirde daher auch die Lage der Empfindlichkeitsmaxima einer 
Tumorzellpopulation mit groSer Wahrscheinlichkeit zunehmend yon denen der 
Normalpopulation abweichen. Andererseits soUte die ,,regenerative Reserve" 
normaler Zensysteme nicht untersch~tzt werden. Eine wesentliche Schwierigkeit 
besteht zur Zeit noch darin, daft die Zellcyclusparameter vor der Therapie nur 
in den seltensten Fiillen gemessen oder wenigstens abgesch~tzt werden kSnnen. 
Ihre Kenntnis ist jedoeh fiir eine effektive Synchronisation erforderlich. Inwie- 
weir eine in vivo-Synchronisation tats~chlich als Tell eines an den Zellcyclus- 
parametern der malignen Population orientierten Therapieschemas Verwendung 
finden kann, mu$ der weiteren Entwieklung auf diesem Gebiet iiberlassen bleiben. 
Uber zur Zeit im Gange befindliche Untersuchungen zu diesem Fragenkomplex 
wird zu gegebener Zeit berichtet werden. 
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