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Erholung und zytogerontologische Aspekte der
menschlichen Bindegewebszellen nach Rontgen- und
Neutronenbestrahlung

A.F.G. STEVENSON, T. CREMER, O. MESSERSCHMIDT

Zellkulturen werden bereits seit vielen Jahren als in vitro Modellsystem verwendet, um
Phinomene der Erholung nach Bestrahlung auf zelluldrer Basis zu studieren. Bisher ver-
wendeten weitaus die meisten Untersucher heteroploide Zellinien. Zellen solcher Linier
wie z. B. die Hela-Zelle, zeigen keine zellulire Alterung, d.h. die Zahl der Zellgenerationen
die unter geeigneten Bedingungen aus einer Zelle hervorgehen kénnen, ist beliebig grofy
Euploide Kulturen aus normalen Bindegewebszellen verschiedener Spezies dagegen zeige
eine in vitro Seneszenz: Die Zahl der Zellgenerationen, die die Zellen durchlaufen kdnne1
und damit die Proliferationskapazitdt der Kulturen ist begrenzt. Bei vollstindiger Erho-
lung sollten die nach Bestrahlung noch vermehrungsfihigen Zellen ebensoviele Genera-
tionen hervorbringen kénnen wie die Zellen einer gleichalten Kontrollkultur. Die hier
beschriebenen Experimente beschiftigen sich mit der Frage, ob die in vitro Seneszenz
normaler menschlicher Bindegewebszellen durch den Bestrahlungseingriff verindert
wird. Dabei wurde eine von der Firma Flow kommerziell erhiltliche Fibroblastenkultu:
(Flow 2000) verwendet, die aus Lungengewebe eines minnlichen Féten angelegt wurdc
Subkulturen wurden in unserem Labor eingefroren und dienten als Ausgangsmaterial
fiir die einzelnen Experimente.

Der Einfluf energiereicher Strahlung auf Alterungsprozesse von Zellen in vitro wurde
bisher nur in Ansidtzen untersucht. FUKUSHIMA (6) fand eine Verkiirzung der klona-
len Lebensspanne asexuell vermehrter Paramecien bei chronischer Bestrahlung. MA-
CIEIRA-COELHO (10) u. Mitarb. zeigten, daf} die Proliferationskapazitdt von Hithner-
fibroblastenkulturen durch Bestrahlung mit einer °Co-Quelle verkiirzt wird. Ein der-
artiger Effekt wurde auch fiir menschliche Fibroblasten nachgewiesen (13), die zu Be-
ginn der Phase III bestrahlt wurden, fand sich aber nicht bei Kulturen der Phase II. Ein
Erlduterung der Phasen II und III einer Fibroblastenkultur findet sich im nichsten Ab-
schnitt. Bei den Untersuchungen von MACIEIRA-COELHO u. Mitarb. (14, 15) wurde
eine sehr niedrige Dosisleistung von 0,28 rd/min. bei fraktionierter Gabe der Gesamt-
dosis gewihlt. Bei den eigenen Untersuchungen erhielten Kulturen wihrend der Phase |
eine einmalige Bestrahlung bei wesentlich hoherer Dosisleistung.
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Zum Verstindnis unseres experimentellen Ansatzes méchten wir auf einige wesentliche
Eigenschaften euploider Fibroblastenkulturen des Menschen hinweisen. Die Anheftung
der Zellen auf dem Boden eines geeigneten Kulturgefifies ist eine notwendige Voraus-
setzung fiir das Zellwachstum. Bei einer bestimmten Zelldichte sistiert die Proliferation.
Man spricht von Kontakt-Inhibition oder vorsichtiger von dichteabhingiger Inhibition
der Zellproliferation. Die Inhibition wird beendet, wenn man die Zellen vom Boden des
Kulturgefifies ablost, beispielsweise mit Hilfe einer Trypsinldsung, und auf neue Kultur-
gefifde verteilt. Auf diese Weise kann man die Bindegewebszellen stindig im Zustand

der Proliferation halten.

Seit der Arbeit von CARREL (1) nahm man fiir mehrere Jahrzehnte an, dafy Binde-
gewebszellen sich unter geeigneten Bedingungen unbegrenzt weitervermehren kénnen.
1961 zeigten HAYFLICK und MOORHEAD (7) erstmalig, dafs nach der Etablierung einer
menschlichen Fibroblastenkultur in vitro (Phase I) die Zellen zunichst bei aufeinander-
folgenden Subkulturen eine gleichbleibend kriftige Proliferation zeigen (Phase II). Nach
einer bestimmten Zahl von Verdoppelungen der Zellpopulation wird die Proliferation je-
doch unaufhaltsam schlechter (Phase III) und sistiert schlieflich.

Zwar kann die Zahl der Kulturpassagen bis zum Eintritt in die Phase III durch die Kul-
turbedingungen, z.B. die Gasatmosphire und die Zusammensetzung des Mediums, be-
einfluft werden, doch erwies sich die Proliferationskapazitdt der Kulturen unter allen
bis heute erprobten Bedingungen als begrenzt. Zahlreiche Forscher nehmen an, daf
diese Begrenzung der Proliferationskapazitdt genetische Ursachen hat, die mdglicher-
weise auch eine zellulidre Seneszenz in vivo bedingen. Sie hoffen daher, da eine Aufkli-
rung der Ursachen dieser Begrenzung einen Schliissel zum Verstindnis von Alterungs-
prozessen auf molekularem Niveau bieten wird. Ein einfach zu bestimmender Parameter,
der es erlaubt, den Alterungszustand einer Fibroblastenkultur zu bestimmen, wurde
von CRISTOFALO und SHARF (3) eingefiihrt. Nach Zugabe von Tritium-markiertem
Thymidin (3HTdR) wird autoradiographisch der Anteil der Zellen bestimmt, die zur
DNA-Replikation fihig sind. Dieser nach CRISTOFALO bezeichnete Index sinkt mit zu-
nehmender Zahl der Kulturpassagen ab.

Resultate

ist, erhielten Kulturen wiahrend der Phase II eine einzige Bestrahlungsdosis. Dazu wur-
den harte Rontgenstrahlen (250 kV, 12mA, Filter: 6 mm Al und 0,7 mm Cu) bei einer
Dosisleistung von 93 R/min. oder 8 R/min. oder monoenergetische Neutronen mit

15 MeV verwendet. Die Neutronen wurden durch eine D-T-Reaktion mit Hilfe eines van
de Graaf’schen Generatorserzeugt. Die Dosisleistung bei der Neutronenbestrahlung be-
trug 8 rd/min. Die bestrahlte Kultur und die zugehorige Kontrollkuitur wurden jeweils
parallel gefiihrt. Als Kulturmedium diente ,,minimum essential medium* (MEM) von
Eagle mit einem Zusatz von nicht-essentiellen Aminosiuren und 12 % fotalem Kélberserum.
Die Ziichtung erfolgte in einem Inkubator mit gesittigter Luftfeuchtigkeit und einer
Atmosphire aus Luft mit einem Anteil von 5% CO, bei 37 °C. Die Subkultivierung
wurde nach dem von HAYFLICK (7, 8) angegebenen Verfahren durchgefiihrt. Alle fiir
die Kultur benétigten Losungen wurden fiir die bestrahlte Kultur und die Kontrollkul-
tur gemeinsam angesetzt und verwendet. Beide Kulturen wurden in einem Brutschrank
gehalten. Diese Bedingungen gewihrleisten, daf unbemerkte Verinderungen der Zeli-
kulturparameter im Verlauf der Langzeit-Experimente sich auf beide Kulturen in glei-
cher Stirke auswirken kénnen.

Abb. 2 zeigt den dosisabhidngigen Effekt der ROntgenstrahlen auf Wachstumskurven be-
strahlter Zellen. Bei diesem Experiment wurden Kulturen im konfluenten Zustand mit
93 R/min. bestrahlt und anschliefend je 2 x 10° Zellen in Kulturgefifie mit 25 cm?2 Bo-
denfliche eingesit. Wihrend die Zellvermehrung nach einer Bestrahlung mit 10 000 R voll-
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Abb. 1 Experimentelles Schema: Konfluente Kulturen erhielten eine einmalige Bestrahlungs-
dosis. Parallel laufende scheinbestrahlite Kulturen dienten als Kontrollen. Bei jeder Kulturpassage
wurden zusitzliche Subkulturen angelegt, um die Zelldichte nach 1 Woche Proliferation und den
Prozentsatz DNA replizierender Zellen zu bestimmen. Die Zelldichte wurde in jeweils drei fixier-
ten und gefarbten Subkulturen ausgezahit. Der Prozentsatz DNA replizierender Zellen wurde
autoradiographisch in jeweils zwei Subkulturen ermittelt, die fiir 72 Stunden nach der Zellein-
saat Tritium-markiertes Thymidin erhielten.

stindig sistierte, erfolgte nach einer Bestrahlung mit 500 und 1000 R eine Repopulatio:
der Kulturen durch klonal wachsende Zelien. Ihr Prozentsatz betrigt nach Bestrahlung
mit 1000 R schitzungsweise weniger als 1% (4). Das Volumen der irreversibel gesché-
digten Zellen wird in den ersten Tagen nach der Bestrahlung deutlich grofier als bei den
Kontrolizellen (Abb. 3).

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daf} eine Zunahme des Zellvolumens auch der
Degeneration von Fibroblasten in seneszenten Kulturen vorausgeht. Nach drei bis vier
Wochen und mehreren Subkultivierungen, um die Zellen der wachsenden Klone gleich-
mifig zu verteilen, bestehen die bestrahlten Kulturen iiberwiegend aus Nachkommen d.
klonal wachsenden Zellen. Die weitere Ziichtung erfolgte nach dem gleichen Schema wi
bei den Kontrollkulturen, die fortlaufend im Abstand von einer Woche umgesetzt wur-
den. Dabei wurden jeweils 8000 Zellen pro cm? Bodenfliche des Kulturgefifies einge-
sdt. Wihrend der Phase 111 wurde der Zeitraum zwischen aufeinanderfolgenden Passager
auf zwei bis vier Wochen ausgedehnt, um geniigend Zellen fiir die weitere Kultivierung
zu erhalten. Die in den Abbildungen 5 bis 7 aufgefiihrte Zeitskala der Versuche ist in
diesem Abschnitt der Experimente daher nicht linear. Als Parameter fiir die Prolifera-
tionsfahigkeit der Kulturen wihrend der einzelnen Passagen wurde die nach einer Wo-
che erreichte Zelldichte, die bei Kulturen der Phase II der Sattigungsdichte entspricht,
und der Prozentsatz der Zellen bestimmt, die im Verlauf von 72 Stunden nach der Ein-
saat DNA-Replikation zeigen. Abb. 4 zeigt, daf} die Inkubation mit Tritiumthymidin
(3HTdR) fiir diesen Zeitraum ausreicht, um praktisch alle DNA replizierenden Zellen
einer Passage autoradiographisch zu erfassen. Bei einer Sattigungsdichte der Zellen von
etwa 8 —9 x 10% Zellen pro cm? wihrend der Phase II entspricht die gewihlte Zellein-
saat einem Teilungsverhiltnis von etwa 10 : 1 bei jeder Subkultivierung. Bis zur 25.Pas-
sage wurden die Kulturen im Verhiltnis 2 : 1 geteilt.

Bei einem Vergleich mit Literaturdaten (8) ist zu beriicksichtigen, da} die bis zur Se-
neszenz der Kulturen erreichte Passagezahl geringer ist als die Zahl der kumulativen



Abb. 2 Wachstumskurven zei-
gen die dosisabhangige Wir-
kung einer einmaligen Ront-
genbestrahlung auf die zellula-
re Vermehrungskapazitat, Das
Wachstum bestrahiter Kultu-
ren ist auf klonale Repopula-
tion zurickzufihren.

Abb. 3 Dosisabhan-
gige Veranderung der
Zellgroe 3 Tage nach
einer einmaligen Rént-
genbestrahlung. Die Ab-
bildung zeigt in willkiir-
lichen Einheiten die
Zellvolumenverteilung,
gemessen mit einem
Coulter Counter.
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Populationsverdoppelungen. Die Abbildungen 5, 6 und 7 zeigen das Ergebnis von Be-
strahlungsversuchen, die mit Réntgenstrahlen bei einer Dosisleistung von 93 R/min. und
einer Dosis von 500 und 1000 R durchgefiihrt wurden. Vier Wochen nach der Bestrah-
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Abb. 5 Die Zellwachstumsdichte einer rontgenbestrahliten Kultur (500 R;
Dosisleistung 93 R/min.) wurde bei jeder Kulturpassage mit derjenigen einer
scheinbestrahiten Kontrollkultur verglichen, Bestrahlt wurde die 28, Subkultur.
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Abb. 6 Prozentsatz DNA-synthetisierender Zellen (3HTdR-Markierungsindex
nach 72 Stunden Inkubationsdauer) in Abhingigkeit von der Passagezahl fir
die Kulturen, deren Zellwachstumsdichte in Abb. 5 dargestellt ist.
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Abb. 7 3HTdR-Markierungsindex nach Réntgenbestrahlung der 25. Subkultur
mit 1000 R (Dosisleistung 93 R/min.).
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lung wiesen die bestrahlten Kulturen die gleiche Sittigungsdichte und den gleichen Pro-
zentsatz DNA replizierender Zellen auf wie die Kontrollkulturen. Nach einer Reihe wei-
terer Passagen zeigte sich aber ein deutlich fritherer Eintritt der bestrahiten Kulturen in
die Phase 11I. Im Gegensatz zu CRISTOFALO und SHARF (3), die einen Abfall des An-
teils DNA replizierender Zellen bereits im Verlauf der Phase II beobachtet haben, finden
wir einen deutlichen Abfall erst zu Beginn der Phase 111 in guter Ubereinstimmung mit
der Abnahme des Wachstums der Kulturen (vgl. Abb. 5 mit Abb. 6). In einem weiteren
Experiment mit Rontgenstrahlen wurde bei einer Dosis von 500 R die Dosisleistung um
den Faktor 11,6 herabgesetzt. Hier war ein vorzeitiger Eintritt der wihrend der 36. Pas-
sage bestrahlten Kultur in die Phase III nicht nachzuweisen (Abb. 8). Bei einer Bestrah-
lung mit Neutronen (ebenfalls wihrend der 36. Passage) wurde dagegen bei einer Dosis
von 500 rd und einer Dosisleistung von 8 rd/min. ein im Vergleich zur Kontrollkultur
vorzeitiges Altern der bestrahlten Kultur beobachtet (Abb. 9).

Diskussion

Unsere Befunde zeigen, da nach einer einzeitigen Rontgenbestrahlung mit 1000 R die
wenigen teilungsbefihigten Fibroblasten der Kultur noch eine grofle Proliferationskapa-
zitdt besitzen. Doch fiihrt die einmalige Bestrahlung von Kulturen wihrend der Phase II
mit Rontgenstrahlen oder Neutronen zu einer vorzeitigen in vitro Seneszenz der Kultu-
ren. Die Befunde sprechen fiir einen Einflu} der Dosisleistung und der Strahlenqualitét.
Bei ROntgenbestrahlung mit 500 R trat der Effekt vorzeitiger in vitro Seneszenz bei
einer Dosisleistung von 93 R/min. auf, dagegen nicht bei einer Dosisleistung von 8 R/min.
(vgl. Abb. 6 mit Abb. 8).

Bestrahlung mit Neutronen erwies sich als effektiver als ROntgenstrahlung, da bei ver-
gleichbarer Dosis ein Effekt der Neutronen bei einer Dosisleistung von 8 rd/min. nach-
gewiesen wurde (Abb. 9). Wir vermuten, dafd die bei den Versuchen von MACIEIRA-
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Abb. 8 3HTdR-Markierungsindex nach Réntgenbestrahlung der 36. Subkultur mit
500 R (Dosisleistung 8 R/min.). Ein vorzeitiger Abfall des Markierungsindex der bestrahl-
ten Kultur ist nicht erkennbar.
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Prozentsatz DNA-synthetisierender Zellen

COELHO u. Mitarb. (14, 15) verwendete sehr niedrige Dosisleistung, abgesehen von
Unterschieden in der Strahlenqualitit und im Bestrahlungsschema, ein wesentlicher
Faktor ist, daf die Bestrahlung menschlicher Fibroblastenkulturen in der Phase II im
Gegensatz zu unseren Experimenten mit 29 bis 330fach héherer Dosisleistung nicht zu
vorzeitiger in vitro Seneszenz fiihrte.

Der entscheidende Punkt fiir eine Weiterfilhrung der Untersuchungen besteht in der
Frage, ob der vorzeitige Eintritt bestrahlter Kulturen in die Phase III auf eine verkiirzte
klonale Lebensspanne der bestrahlten, aber weiter teilungsbefihigten Zellen im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen zuriickzufiihren ist. Unter klonaler Lebensspanne verstehen
wir die Zahl der Zellgenerationen, die die Nachkommenschaft einer Zelle bis zum Ende
der Teilungsfihigkeit durchlaufen kann. Die von MACIEIRA-COELHO u. Mitarb. (13)
und von uns vorgelegten Befunde sind kein schliissiger Beweis fiir einen Effekt der Be-
strahlung auf die klonale Lebensspanne normaler menschlicher Bindegewebszellen. Der
vorzeitige Eintritt bestrahlter Kulturen in die Phase III kdnnte moglicherweise bedeuten,
daf} die iliberlebenden Zellen der bestrahlten Kultur wihrend der Erholungsphase der
Kultur mehr Zellteilungen durchfiihren als die Zellen der Kontrollkultur und deshalb
ihre Proliferationskapazitiat rascher erschépfen. Wir beabsichtigen daher, in weiteren
Untersuchungen die klonale Lebensspanne bestrahlter und unbestrahlter Fibroblasten
direkt zu vergleichen.

Seit den Experimenten von RUSS und SCOTT (19) wird die Hypothese vertreten, daf
energiereiche Strahlung zu einem vorzeitigen Auftreten bzw. zu einer Beschleunigung
natiirlicher Alterungsprozesse fithrt. Ein kiirzlich erschienener Bericht der Atomic Bomb
Casualty Commission (5) geht erneut auf diesen Aspekt ein. Tierexperimentelle Befunde
zeigen, daf} energiereiche Strahlung dosisabhingig zu einer Verkiirzung der mittleren
Lebenserwartung und zum vorzeitigen Auftreten verschiedener neoplastischer Erkran-
kungen fithrt (2, 11, 12, 16). WALBURG (20) hat die Problematik von Tierexperimen-
ten zur Frage eines strahleninduzierten Alterns ausfiihrlich diskutiert und dargelegt, dafy
die bisher vorliegenden Befunde nicht ausreichen, um die Frage schliissig zu beantwor-
ten.

Wir sind uns der Problematik bewuft, aus Untersuchungen iiber die in vitro Seneszenz
von Fibroblastenkulturen Riickschliisse auf zellulire Mechanismen der Alterung in vivo
zu ziehen, Die Bedeutung von HAYFLICKs Ansatz (8) fiir das Verstindnis der mole-
kularen Basis des Alterns ist umstritten. Fiir eine Darstellung der Befunde, die fiir eine
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Korrelation der in vitro Seneszenz von Fibroblasten mit zelluldren Alterungsvorgingen
in vivo sprechen, verweisen wir auf Ubersichtsartikel (9); unter anderem wurde gezeigt,
dafd die Proliferationskapazitdt von Fibroblastenkulturen mit dem Alter des Zellspenders
abnimmt.

Diese Befunde rechtfertigen aber nicht die Behauptung, daf die begrenzte Vermehrungs-
fihigkeit bestimmter Zellsorten bei der natiirlichen Alterung des Menschen eine wichtige
Rolle spielt. Zahlreiche funktionelle Verinderungen gehen jedoch dem Verlust der Tei-
lungsfihigkeit in vitro voraus (9). Diese Verinderungen sind es, die nach Ansicht von
HAYFLICK ein Aquivalent von zelluliren Alterungsvorgingen in vivo darstellen kdnn-
ten. Die maximale Proliferationskapazitit einer Fibroblastenkultur ist in diesem Zusam-
menhang zunichst nichts weiter als ein einfach zu messender Parameter. Kritiker der in
vitro Experimente wenden ein, daf} die in vitro Seneszenz der Fibroblasten nur Aus-
druck der bis heute nicht geniigend optimierten Kulturbedingungen ist. Dabei wird
hdufig auf die hohe Proliferationskapazitit der pluripotenten Stammzellen des Knochen-
markes verwiesen. Dieser Einwand beriicksichtigt nicht, daf} die maximal mégliche Zahl
der Zellgenerationen bei den verschiedenen Zellsorten proliferierender Gewebe unter-
schiedlich sein kann, ein Umstand, auf den bereits der Zoologe August WEISMANN
1881 bei einer Tagung in Salzburg (21) hingewiesen hat, der als erster die Vermutung
aussprach, dafl ,,der Modus und die Quantitidt der Fortpflanzung in der spezifischen Na-
tur der Zelle selbst begriindet ist und keineswegs etwa blo3 von ihrer Erndhrung ab-
hingt* (22).

Heute existieren zahlreiche Theorien zum molekularen Mechanismus der zellulidren Al-
terung. Sie reichen von der Vorstellung eines genetisch gesteuerten Alterungsprozesses
(23) bis zur Annahme einer Fehlerkatastrophe (17) als Folge einer unvermeidlichen An-
hdufung von Fehlern in den Makromolekiilen. Man kdnnte an eine Akkumulation von
Schiden im Sinne eines ,,multiple target‘‘ oder eines ,,multiple hit* Systems denken, wie
es bei der Deutung der Effekte ionisierender Strahlung vielfach benutzt wird. Eine solche
Vorstellung schlieft die Moglichkeit ein, da ein genetisch programmierter Prozef bei
der in vitro Seneszenz von Fibroblasten beteiligt ist. Dieser Prozefd kOnnte eingeleitet
werden, wenn eine kritische Zahl der ,,targets betroffen ist. Die mittlere Zeitdauer,
nach der dieser kritische Schwellenwert erreicht wird, wiirde vom genetisch vorgegebe-
nen Arsenal an Reparatursystemen abhingen. Energiereiche Strahlung verkiirzt nach
dieser Vorstellung die Zeitdauer bis zur Erreichung des Schwellenwertes. Von der Art
der Strahlung, der Dosis und der Dosisleistung hiingt ab, in welchem Umfang die Repara-
tursysteme die Strahlenschdden beseitigen kGnnen.

Eine zentrale Idee dieser Vorstellung, wie aller Fehlertheorien des zelluliren Alterns
(17, 18), besteht darin, daB® die Akkumulation weiterer Fehler durch die gegenseitige
Verkniipfung zwischen inakkurater Proteinsynthese und inakkurater DNA-Synthese um
so rascher erfolgen kann, je grofber die Zahl der Fehler in den makromolekularen Zell-
komponenten bereits ist. Ein Fehler in der Proleinsynthese beispielsweise kann zur Bil-
dung einer ,,mutator** DNA Polymerase und zu somatischen Mutationen fithren. Soma-
tische Mutationen wiederum kdénnen Gene betreffen, von denen die Genauigkeit der
Proteinsynthese abhidngt. Damit kann ein sich selbst verstirkender Prozef3 der Fehler-
akkumulation eingeleitet werden. Es ist anzunehmen, dafd die Phase der DNA-Replika-
tion im Zellzyklus bei diesem Prozefd besonders kritisch ist. Diese Annahme macht ver-
stdndlich, da} der Eintritt der in vitro Seneszenz der Fibroblasten von der Anzahl vor-
ausgegangener Zellgenerationen, also der Anzahl vorausgegangener S-Phasen, abhingig
ist.

Zwei Aspekte der hier vorgelegten Untersuchung méchten wir — unabhingig vom Aus-
gang der Kontroverse um die Bedeutung von in vitro Experimenten zur zellulidren Se-
neszenz — betonen:

1. Es erscheint moglich, daf} die vorzeitige Seneszenz der bestrahlten Kulturen die Folge
latenter Zellschdden ist, die sich erst spdt manifestieren. Die Erholung der nach der Be-
strahlung klonal wachsenden Fibroblasten wire dann nicht vollstindig, obwohl diese
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Zellen fiir einen lingeren Zeitraum (Abb. 5—7) im Hinblick auf die Siittigungszelldichte
und den Cristofalo-Index keinen Unterschied zu den Kontrollzellen erkennen lassen. Die
Kultur euploider menschlicher Fibroblasten bietet damit einen experimentellen Ansatz
zur Untersuchung der Frage, ob Spiitschiden einer Bestrahlung auch nach vielen Zell-

generationen noch manifest werden kdnnen.

2. Die Alterung der bestrahlten Kulturen tritt vorzeitig ein, obwohl identische Kultur-
bedingungen gewihlt wurden. Dieser Befund spricht gegen die Vorstellung, die in vitro
Seneszenz von normalen Bindegewebszellen sei ausschlieflich auf nicht geniigend opti-

mierte Kulturbedingungen zuriickzufiihren.

Wir danken Frau Christine KUNZE fiir technische Unterstiitzung wihrend der Durchfithrung der

Experimente.
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