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Gewebekulturen. 
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Mit Hilfe der Gewebezfichtung werden in der H aulotsuche die 
morphologisch erfagbaren Ver~nderungen der Zellen studiert. Eine 
l~eihe yon  spezifischen lV[ethoden gibt unch fiber die chemisehe Zusammen- 
setztmg bzw. die LokMisation einzelner Stoffe Aulschlug. So kann man 
z. B. den NukleoproteingehMt der Zellen quMit~tiv und ann~hernd 
~uch quantitativ mit UV-Absorptions- und mit l~rbemethoden unter- 
suchen. Untersuehungen fiber den Gasstoffwechsel k6nnen wegen des 
geringen Volumens der umgesetzten Gase nicht an einzelnen, sondern 
nut  an Gruppen yon Kulturen vorgenommen werden. Die Methode der 
Autoradiogr~phie ermSglieht eine gewisse Lokalisation der zugeffihrten 
Stoffe, ohne n~heren Aufsehlug fiber die Zusammensetzung der neu- 
gebildeten Verbindungen zu geben. 

Wit haben nun eine Mlgemeine und ins Einzelne gehende Methode 
zur Untersuehung des Stoffweehsels individueller Gewebekulturen ent- 
wiekelt, die dar~uf beruht, dab radioaktiv markierte Kohlenstoff- 
verbindungen noeh in ~uBerst kleiner Menge naehgewiesen werden 
k6nnen, t{adioaktiv markierte Zucker sind dargestellt worden 1, die 
vorlgufig bis zu 6-107 Zerl~lle/min. mg ~ufweisen. Man kann dann 
mit Hilfe des G~s-Geiger-Z~hlrohres 2 noeh his zu 10-1~ Soleher Zueker 
oder entspreehende Mengen ihrer Umwandlungsprodukte bestimmen. 
Das Verfahren zur Untersuehung des Stoffweehsels der Gewebekutturen 
besteht nun darin, dab den I(ulturen die Zueker in Ringer- oder Tyrode- 
16sung zugeffihrt werden, dag dann die einzelnen Kulturen naeh einer 
Periode des Waehstums ehemiseh in Fraktionen zerlegt und die Aktivi- 
t~ten dieser t~raktionen einzeln bestimmt werden. Wenn sine solehe 
Fraktion, z. ]3. die der lettl6sliehen Stoffe, sieh als radioaktiv erweist, 
so kann auf Grund der gemessenen Aktivitfi.t bereehnet werden, wieviel 
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Zucker die Xul tu r  in Lipoide umgewandelt hat. Die Auftei lung'der  
Xultur in Fraktionen ist trotz ihrer geringen Masse mSglich, da ihr 
nach Beendigung des Wachstums inaktive Trggerstoffe (in unserem 
Beispiel: Fette) in beliebiger Menge zugef~igt werden kSnnen und die 
Abscheidung der aktiven Stoffe dann gemeinsam mit dem inaktiven 
Tr~ger erfolgt. Das Mitrei6en aktiver Begleitstoffe wird dureh Zusatz 
entspreehender ,,Zurfickhaltetr~ger" vermieden. 

Das Verfahren mit Hilfe der markierten Atome weist noeh - -  wie 
alle derartigen Verfahren - -  den Sondervorteil auf, dab nieht nur die 
Zusammensetzung der Stoffwechselprodukte, sondern aueh die Kinetik 
des Stoffwechsels einwandfrei erforseht werden kann. 

Unsere Untersuehungen wurden an Deekgtaskulturen aus dem 
Mesenehym 8 bis 10 Tage alter t~tihnerembryonen durehgeffihrt. Naeh 
mehreren Passagen wurde bei der Neueinbettung dem N~hrboden 
1 Tropfen der jeweiligen VersuehslSsung zugesetzt (Dreitropfenkultur: 
1 Tr. Blutplasma -~ 1 Tr. Embryonalextrakt d- 1 Tr. VersuehslSsung). 
Gut waehsende Kulturen erreiehen naeh 48 bis 72 Stdn. einen Dureh- 
messer yon 2 bis 3 mm bei einer zentralen Dicke yon 0,1 bis 0,2 ram. 
Sie flaehen sich veto zentralen Tell, dem spgenannten Mutterstfiek, 
nach auBen naeh Art eines ganz flachen Kegels ab. Ihre Masse ist daher 
yon der Gr6Benordnung yon 10 -4 g. Die exakte Gewichtsbestimmung 
ist j edoeh wegen des den Zellen anhaftenden Kulturmediums nieht m6glieh. 

Zun~chst soil nun fiber den Naehweis beriehtet werden, dab fiber- 
haupt Zueker durch die Xultur aufgenommen und in ehemisch ver- 
gnderter l~orm festgehalten werden. In einer Versnchsreihe (,,Haupt- 
versuch") wurde TyrodelSsung mit 0,1% ,,Zueker" verwendet. (Dieser 
,,Zueker" war im Gegensatz zu spgter verwendetem Material noch nieht 
papierchromatographisch gereinigt worden; or enthielt neben Glukose 
und Fruktose gewisse niehtionisierte Begleitstoffe.) Die spezifisehe 
Aktivit~t (sp. A.) des ,,Zuckers" betrug 12. ]06 Zerfitlle/min. rag. Naeh 
2 Tagen Wachstum bei 38,5 ~ wurden die Kulturen so lange grfindlieh 
abweehselnd mit Wasser und mit 0,1% Glukosel6sung abgespfilt, bis 
die Wasehwgsser inaktiv warefi. Dann wurden die Kulturen mit geringen 
Teilen anhaftenden N~thrbodens verbrannt und die Aktivit~t des er- 
haltenen C02 bestimmt. Sie betrug in 5 Versuehen 233, 284, 236, 158, 
172 (Mittel: 217) St6Be/Min. Die Gesamtaktivit~ten der yon don Xulturen 
aufgenommenen und gespeicherten Stoffe mfissen bedeutend grSBer 
gewesen sein, da alle 15sliehen Umwandlungsprodukte w~hrend des 
Wasehens verlorengehen muBten. 

Um uns gegen die M6glichkeit zu siehern, dab Radiozueker veto 
Gewebe rein ,,physika]iseh" - -  beispielsweise dureh Adsorption an 
Zellw~nden - -  festgehalten werden und dann eine Aktivit~t dos Gewebes 
vort~usehen k6nnten, wurden mit der gleiehen Tyrodel6sung Xontroll- 
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versuche angosetzt, in denen der Tropfen erst zu Ende der Wachstums- 
periode auf die Kultur  gesetzt, ihr also keine Zeit zur chemischen Assi- 
milation gegeben wurde. Die Aktivit/~ten ergaben sich zu nur 30, 10, 
19, 1, 0 (Mittel: 12)stSgen/Min. SchlieBlich sollte die MSglichkeit aus- 
geschaltet werden, dab auch ein ,,physikalisches" Festhalten erst nach 
einer gewissen Versuchszeit wirksam werden k6nnte. Dazu wurde in 
einem wei~eren Versuch die eine H~lfte der Kulturen nur einen Tag 
mit aktivem Zucker (papierchromatographisch gereinigte Glukose; 
sp. A. 63- 106) wachsen gelassen, die andere H~lfte aber - -  nach ebenfalls 
eint~gigem Wachstum - - k u r z  abgespfilt und dann weitere zwei Tage 
mit inaktiver Tyrodel6sung (mit 0,1% Glukose) weiterwachsen gelassen. 
Man darf annehmen, dag unter diesen Umst~tnden beide Versuchsreihen 
genug Zeit fiir ~,,physikalische" Aufnahme, :die Kontrollkul~uren aber 
auch genug Zeit fiir den vollkommenen Ersatz des ,,physikahsch" auf- 
genommenen aktiven Zuckers durch inaktiven Zucker hatten. Die 
Ergebnisse waren: 75, 47 (Mittel: 61); Kontrollen 48, 49, 26 (Mittel: 41). 
Es liegt also kein Unterschied vor, der auch nur ann~hernd mit jenem 
im Hauptversuch zu vergleichen w~re. Man darf schliegen, dag die 
,,physikalische" Aufnahme unter  unseren Bedingungen hSchstens eine 
unwesentliche Rolle spielt; dab die Kontrollversuche iiberhaupt eine 
geringere Aktivit~t zeigten, ist nicht verwunderlich, da .ja eine gewisse 
Menge des vorher chemisch assimilierten t~adiokohlenstoffes durch 
Atmung u. dgl. w/~hrend der letzten zwei Tage verlorengehen mug. 
])as Gesamtergebnis ist also, dab die chemische Aufnahme des Radio- 
zuckers durch die Gewebekulturen eindeutig nachgewiesen worden ist. 

Es muBte noch gepriift werden, ob N~hrboden allein Zucker chemisch 
assimilieren kann. Die mit je einem Tropfen RingerlSsung (mit 0,1% 
Glukose d er sp. A. 28.106) versetzten N~hrbSden wurden einen Tag 
bebriitet und dann ebenso wie die Kulturen aufgearbeitet. Die bei diesen 
Versuchen eingesetzten Stiicke N~hrboden waren bedeutend grSger 
als die sonst den Knlturen anhaftenden Stticke. Die Aktivit~ten waren: 
0, 19, 4 (Mittel: 7). Es folgt, dab N~hrboden allein im Gegensatz zur 
lebenden Kultur  keine Zucker chemisch aufnehmen und daher auch 
keine Aufnahme dutch die Kultur  vorti~uschen kann. 

Man kann nun die Zuekermenge absch~tzen, die w~hrend eines Tages 
in unl6slicher Form chemisch in das Gewebe eingebaut wird. Dem 
mittleren MeBwert yon 41 (sielte oben) entspricht bei 75%iger Ausbeute 
des Z~hlrohres eine Zerfallszahl yon 55 und - -  unter Beriicksichtigung 
tier SlO. A. 63.106 - - e i n  Zuckergewicht yon 8 ,3 .10  -1~ g, also rund 
eirr Milliardstel Gramm. ])as Gewicht des derart aufgenommenen Zuckers 
betr~gt daher gr6Benordnungsm~Big 10-a% des Gewichtes der Kultur  
selbst und 10-2% des Gewichtes des dargebotenen Zuckers (10-ag). 
Dieser Wert stellt aber nur einen Mindestwert des Stoffwechsels einzel- 
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ner Gewebskulturen dar, weil einerseits das zweit~gige Weiterwaehstum 
nach der Entfernung der aktiven L6sung zu einer Aktiviti~tsahnahme 
fiihren muBte, und weil andererseits - -  was Zweifellos viel mehr aus- 
maeht  - -  die 16slichen Ze]lbestandteile ausgewaschen worden waren. 

Dutch einfaehe l~eehnung a li~Bt sich zeigen, dab die Strahlungsdosis 
der Gewebe ~ 1 R6ntgen/Tag war, eine Seh~tdigung ~lso nieht zu fiirchten 
ist. 

In  den folgenden Versuchen so]l nun die Aktivit~t der einzelnen 
chemischen Fraktionen untersucht werden. 

Wir danken I-Ierrn Prof. Dr. L. Ebert, Prof. Dr. V. Patzett und 
Prof. Dr. E. Schmid fiir ihr fSrderndes Interesse, den 0sterreichischen 
Stickstoffwerken A. G., Linz, sowie der 0sterreichischen Gesellsehaf~ 
zur Erforsehung und Bek~mpfung der Krebskrankheit  fiir fin~nzielle 
Ur~terstiitzung (ira letzteren Falle aus den Mitteln der Sonnleithner- 
Stiftung der 0sterreiehischen Ak~demie der Wissenschaften), unserem 
Kollegen i-Ierrn G. Rohringer fiir den Bau des erforderlichen Hoch- 
spannungszithlger~tes und unseren Koltegen Herrn Dr. T. Sch6n/eld und 
H. Sch6n/ellinger ffir wertvolle Diskussion. 

Uber zwei Isomere der 3,7,12-Triketocholans~iure 
(Dehydrocholsiiure) mit versehiedener biologischer Aktivit~it. 

( K u r z e  ~r t e i l ung . )  
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Anl~Blich der Prfifung neuer synthetischer Verbindungen m i t  ver- 
muteter  eholeretischer Wirkung am phar.makologischen Inst i tut  ist uns 
(A. L. und W. Sch.) aufgefa]len , dal~ zwci aus verschiedenen Quellen 
stammende, als chemiseh rein bezeiehnete Na-S~lze der Dehydrochol- 
s~ure, die wir als Vergleichssubstanzen verwenden wollten, keine Wirkung 
auf die Gallenproduktion zeigten. Die choleretisehe Wirkung wurde an 
R~tten mit  kaniiliertem Duetus choledochus in Urethann~rkose durch 

3 Siehe z. B. E. Broda, ()sterr. Chemiker-Ztg. 52, 95 (1951). 


