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Anwendung der stopped-flow Technik fiir kurze
Puls-Inkubation von Zellsuspensionen und
Mikroorganismen

Construction of a Stopped-Flow Apparatus for Short
Time Pulse-Incubation of Microorganisms and Cell
Suspensions
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Institut fiir Klinische Biochemie und Physiologische Chemie
der Medizinischen Hochschule Hannover
(Direktor: Professor Dr. W. LAMPRECHT)

(Z. Naturforsch. 26 b, 174—175 [1971] ; eingeg am 1. D I}

1970}

Die Aufnahme von RNS durch lebende Ehrlich-
Ascites-Tumorzellen verlduft schon bei 0° derart
schnell, daB mit einer normalen Inkubationstechnik
keine Null-Werte erhalten werden konnten ! 2. Deshalb
wurde eine einfache Misch-Apparatur gebaut, die Inku-
bationen von derartigen Zellsuspensionen bis herunter
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Abb. 1. Apparatur.
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NOTIZEN

zu Zeiten von 10 msec moglich macht. Im folgenden
soll der Bau dieser Apparatur und ihrer Funktions-
kontrolle beschrieben werden, da das Verfahren auch
fiir andere Zellsuspensionen sowie fiir Mikroorganis-
men anwendbar erscheint.

Wie aus Abb.1 (Abbildungsmafstab 1 :2) ersicht-
lich, wurden zwei 2-ccm-Einmalinjektions-Spritzen aus
Polyithylen so angeordnet, dal} sie manuell gleichzei-
tig in eine y-formige Mischanordnung entleert werden
konnten 3 4. Die eine Spritze enthielt in unserem Fall
eine Suspension von Asciteszellen im Inkubations-
medium (0,5ml) in zweifacher Konzentration aber in
Abwesenheit von RNS, wogegen die andere Spritze
RNS in doppelter Konzentration im Inkubations-
medium enthielt (0,5ml)5. Beim gleichzeitigen Ent-
leeren der Spritzen bildet sich das vollstindige System
(3-107 Zellen/ml) im Mischpunkt, um von dort durch
den Arm 3 der Apparatur in ein intensiv geriihrtes
Verdiinnungsbad gedriickt zu werden (0,9-proz. Koch-
salz-Losung). Die Inkubation wird durch das Aus-
verdiinnen gestoppt. Die Inkubationszeit ist durch die
Einspritzzeit und das Verhiltnis der Querschnittfliche
des 3. Armes zur Summe der Querschnittflichen der
beiden Spritzenlumina und durch die Liange des 3.
Armes gegeben. Durch den Mikroschalter am Oberteil
der einen Spritze, der das Vorbeilaufen von Nuten
registriert, die sich am Pumpenkolben befinden, ist die
Maoglichkeit zur elektrischen Zeitmessung gegeben.
Wie aus Abb. 1 ersichtlich, waren Nuten bei den Volu-
mina 0 ml und 0,5 ml angebracht.

Fiir die hier beschriebene Anwendung der Misch-
technik auf Zellsuspensionen mulBiten verschiedene Kri-
terien beriicksichtigt werden.

Inkubations- Inkuba- Inkuba- Aufnahme von
medium (nach tionszeit tions- Poly A (*H-U),
der Mischung) temperatur  in die intakte
Poly A- (*H-U), [°C] Zelle [ipm]

0,035 1Mol/ml
6,2-10% ipm/ml 10 msec 0 780
4,5-107 Zellen
pro ml 1 min 0 5300
Tab. 1. Kurzzeitinkubation von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen

mit Poly A-U,. Zweifach konzentriertes Inkubationsmedium
und zweifach konzentrierte Zellsuspension wurden behandelt
wie im Text beschrieben und dabei mit 15 ml physiologischer
Natriumchlorid-Losung verdiinnt. Nach Zentrifugation bei
30 g 0° 20 min wurden die sedimentierten Zellen noch zwei-
mal in gleicher Weise durch Sedimentieren gewaschen und
dann aus 2,5ml physiol. Natriumchlorid-Lisung auf Glas-
faserfilter auffiltriert und gemessen wie zuvor beschrieben 5.
Da die Probe das dreifache Volumen und die dreifache An-
zahl Zellen hat, miissen die Ergebnisse auf die Standardpro-
bengriBe umgerechnet werden. Als Kontrollwert ist eine
Standardinkubation bei 0° 1 min aufgefiihrt.
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NOTIZEN

1. Es muBte sichergestellt werden, dal durch hydro-
dynamische Scherkrifte die Zellen nicht zerstért wur-
den. Es zeigte sich, daBl bei den verwendeten Materia-
lien bis zu einer Einspritzzeit von ca. 0,8 sec (ca.
10 msec Inkubationszeit) eine derartige Zerstorung
nicht in Erscheinung trat. Das wurde durch Zihlen de:
Zellen in einer Neubaur-Kammer vor und nach
der Passage durch die Apparatur gezeigt. AuBerdem
wurden unter dem Mikroskop keine Zelltriimmer ge-
funden. Die Vitalitdit derartig behandelter Zellen
konnte durch erfolgreiche Implantation sowie durch
spezielle Firbung mit Eosin ® gezeigt werden.

2. Um sicher zu sein, daB in der beschriebenen An-
ordnung eine gleichmdBige, maximal gute Mischung
stattfand, wurde das System in iiblicher Weise entleert
und die stromende Mischung durch die DurchfluBkiivette
eines Zeiss PMQ 2-Spektrometers geleitet und die Licht-

Reproduktive Leistung weiblicher Miuse nach
Blodkierung der DNS-Synthese

Reproductive Capacity of Female Mice after Inhibition
of DNA Synthesis
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Mitomycin C (MC) blockiert in Bakterien! und
Sdugetierzellen 2 die DNS-Synthese durch Vernetzung
der komplementéren Stringe 3. In spezifischen Stadien
der Spermatogenese der Maus induziert MC domi-
nante Letalmutationen *. Erstmalig wird im folgenden
gezeigt, daB MC auch die reproduktive Kapazitit weib-
licher Méuse beeintréchtigt.

Weiblichen Hybriden (101x C3H)F; im Alter von
10 — 12 Wochen wurde intraperitoneal 5,25 mg/kg MC;
7,00 mg/kg MC oder nur das Losungsmittel injiziert.
Nach 24 Stdn. erfolgte die permanent monogame Paa-
rung mit gleichalten Hybridenménnchen. Die Nach-
kommen wurden nach der Geburt registriert und ge-
totet, um die Weibchen nicht durch die Laktation zu

Dosis Zahlder  Mittlere Mittlere Mittlere
[mg/kg] fertilen  Zahl der Wurfzahl ~ Wurfgrofie
Weib- Nachkommen
chen
0 20 40,9+2,6 4,710,2 8,7+0,2
5,25 19 18,619 3,2+0,3 5810,3
7,00 19 11,0%£1,5 2,71+0,2 4,1%0,3

Tab. 1. Mitomycin C-induzierte Abnahme der Produktivitit
weiblicher Mause.
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absorption bei 500 mu gemessen und aufgezeichnet.
Die Geringfiigigkeit der Schwankungen der Lichtab-
sorption (1% innerhalb von 1 sec) weist auf die Homo-
genitdt bzw. gute Durchmischung der stromenden Fliis-
sigkeit hin. Die Zellsuspension war in dieser Anord-
nung gegeniiber dem normalen Inkubationsversuch um
den Faktor 1 :5 verdiinnt. In Tab. 1 sind als Beispiel
die experimentellen Ergebnisse einer Kurzzeitinkuba-
tion von Asziteszellen in einem Medium enthaltend
Poly A-U; aufgezeichnet. Da Ehrlich-Ascites-Tumor-
zellen im Vergleich zu Bakterien und anderen Mikro-
organismen sehr empfindlich gegen hydrodynamische
Scherkrifte sind, erscheint das Verfahren auch bei letz-
teren generell moglich.

Die Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft gefordert. Ich danke Frédulein Gisa MULLER fiir ihre
ausgezeichnete Hilfe bei der Durchfithrung der Versuche.

belasten. Alle Kontrollmiuse iiberlebten den 210. Ver-
suchstag, wihrend 80—85% der Weibchen der MC-
Gruppen zwischen der 16. bis 30. Versuchswoche star-
ben. Die Tab.1 enthdlt nur die Ergebnisse bis zum
105. Tag nach der Verpaarung. In dieser Zeit konnte
ein Zuchtpaar maximal 5 Wiirfe produzieren.

Die mittlere Zahl der Nachkommen pro Weibchen
betrigt in den MC-Gruppen nur 45% bzw. 27% des
Kontrollwerts. Die geringe Fertilitit der behandelten
Weibchen ist teilweise eine Folge der durch MC-indu-
zierten dominanten Letalmutationen. Diese Interpreta-
tion beruht auf folgender Beobachtung: Die Versuchs-
dauer kann in 5 Paarungsintervalle von je 3 Wochen
eingeteilt werden. Fiir die Kontrollen ist charakteri-
stisch, daB die durchschnittliche WurfgréBe der beiden
ersten Paarungsintervalle (9,210,4) groBer ist, als
die der beiden folgenden Paarungsintervalle (8,8%
0,4). In den beiden MC-Gruppen ist die WurfgriBe
im 3. und 4. Paarungsintervall (6,4+0,4 bzw. 4,4%
0,6) groBer, als im 1. und 2. Intervall (5,51 0,4 bzw.
3,8+ 0,4). Die Haufigkeit chemoinduzierter Letalmuta-
tionen bei weiblichen Mausen ist in den ersten Tagen
nach der Applikation des Mutagens am groBten 5,

Die Blockierung der DNS-Synthese durch MC fiihrt
nicht nur zur Induktion von dominanten Letalmutatio-
nen, sondern wahrscheinlich auch zur Blockierung der
Entwicklung der unreifen Oozyten, wie aus der mittle-
ren Wurfzahl der MC-Gruppen und der drastischen Ab-
nahme der WurfgréBe vom 5. Paarungsintervall an
(3,41 0,5 bzw. 2,6 £0,7) abgeleitet werden kann.

Die Wirkung von MC auf die reproduktive Kapazitit
weiblicher Miuse entspricht den genetischen und soma-
tischen Effekten, die nach Bestrahlung der Keimzellen
weiblicher Séuger zu beobachten sind % 7.
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