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Es wird ein Verfahren beschrieben, unter Verwendung von
radioaktivern Zucker den Stoffwechsel einzelner tierischer
Deckglas-Gewebekulturen zu erforschen. Die Mengen an freien
Stickstoffbasen und Aminosiduren, EiweiBkoérpern, Fettstoffen
und Kohlendioxyd, die durch die Kultur im Laufe eines zwei-
tagigen Wachstums gebildet werden, wurden bestimmt. Auch
ein Teil der freien Karbonsduren wurde erfafit. Insgesamt
wurden im Durchschnitt pro Kultur aus den dargebotenen
2.10%g Zucker etwa 2:1078g in Form der bisher er-
faBten Stoffwechselprodukte assimiliert.

Einleitung.

Wir haben frither tiber eine Methode! berichtet, mit deren Hilfe der
Stoffwechsel einzelner Deckglas-Gewebekulturen tierischen Ursprungs
gemessen werden kann, obgleich die Trockenmasse einer solchen Kultur
groBenordnungsmifig nur '/, mg betrigt. Nach dieser Methode wird
der Kultur mit Radiokohlenstoff markierter Zucker besonders hoher
spezifischer Aktivitit zugefiihrt. Nach AbschluBl einer Wachstums-
periode (48 Stdn.) wird die Kultur — gegebenenfalls unter Trigerzusatz —
chemisch in Fraktionen zerlegt und die Radioaktivitit der Fraktionen
einzeln bestimmt. Zu diesem Zweck werden die Fraktionen nach van Slyke
nal} verascht und der Radiokohlenstoff in die Form von Bariumkarbonat

0. Suscﬁny, E. Broda, L.Sverak, H. Bilek, O. Feldstein, L. Stockinger
und H. Madl, Mh. Chem. 83, 1091 (1952).
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gebracht. Aus diesem wird die zur Fillung des Gas-Geiger-Zihlrohres
notwendige Kohlensiure entwickelt. Die Radioaktivitit jeder einzelnen
Fraktion zeigt dann an, in welchem Mal} das Gewebe den dargebotenen
Zucker in die Substanzen umgewandelt hat, die der betreffenden Frak-
tion angehoren. )

Seither ist ein verbessertes Verfahren zur Herstellung von Zuckern
hoher spezifischer Aktivitdt beschrieben worden2. Schliellich wurde in
der Zwischenzeit auch das fiir diese Untersuchungen angewandte Ver-
fahren zur Messung sehr kleiner spezifischer Aktivitéiten mit dem Gas-
Geiger-Zahlrohr vertffentlicht®.

Unsere ersten Versuche! hatten dem Nachweis gedient, dafi das Ge-
webe withrend der zweitigigen Wachstumsperiode tatsichlich eine me8-
bare Menge Radiokohlenstoff aufnimmt und in Gewebebestandteile ein-
baut. Hs wurden dabei damals, um eine Verfilschung der Ergebnisse
durch zuriickgehaltenen Zucker mit Sicherheit zu verhindern, nur die
in Wasser unl6slichen Gewebebestandteile erfaft.

In vorliegender Arbeit soll nun iiber weitere Ve.suche berichtet
werden, bei denen auch wasserldsliche Stoffwechselprodukte der Analyse
unterworfen wurden. Im gegenwirtigen Stadium, in dem hauptséchlich
das Arbeitsverfahren weiter entwickelt werden sollte, wurden Be-
stimmungen wohldefinierter individueller Stoffe noch nicht vorgenommen;
vielmehr wurden Gruppen von Stoffwechselprodukten, wie sie bei der
Auftrennung in Fraktionen zuniichst anfallen, gemeinsam bestimmt.

Die Gruppen sind in unserer vorldufigen Bezeichnungsweise 1. die
freien Basen und Aminosduren, 2. die Fettstoffe, 3. die freien Karbon-
siuren und 4. die Eiweilkorper. Unter dem Begriff , Fettstoffe soll in
diesem Zusammenhang die Gesamtheit der in den Geweben vorkommen-
den, in Fettlosungsmitteln wesentlich besser als in Wasser 1oslichen Stoffe
verstanden werden. Auflerdem wurde die im Stoffwechsel gebildete
Kohlensiure bestimmt.

Gewebeziichtung.

Die Kulturen stammten ausnahmslos von embryonalen Hithnchen.
Nach 8- bis 10tdgiger Bebriitung der Eier wurden Gewebe aus dem Herzen,
den Extremititen oder der Schidelkapsel explantiert. Das Explantat
wurde in den letzten beiden Fillen durch mehrere Passagen bis zur
morphologischen Entdifferenzierung geziichtet. Diese Kulturen wurden
bei der Umbettung in zwei gleiche Teile geschnitten. Der eine Teil diente
als Versuchs-, der andere als Kontrollkultur. Durch Vergleich mit den
Kontrollen sollte festgestellt werden, ob die radioaktive Losung auf Grund
eines eventuellen Gehaltes an Verunreinigungen die Kultur schédigte.

e L. Sverak, O. Suschny und E. Broda, Mh. Chem. 84, 931 (1953).
3 @. Rohringer und E. Broda, Z. Naturforseh. 8 b, 159 (1953).
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Der radioaktive Zucker (gleiche Teile Glukose und Fruktose) gelangte
in Ringerlésung zur Anwendung; als Vergleichslosung diente Ringer-
I6sung mit inaktiver Glukose.

Die Herzkulturen dagegen wurden sofort bei der Explantation zum
Teil mit der radioaktiven Versuchslsung angelegt, wobei gleichartige,
mit der inaktiven Ringerldsung angesetzte Kulturen als Kontrollen dienten.

Bei der hier angewendeten Deckglas-Methode werden immer nur
1 Tropfen Hithnerplasma und 1 Tropfen Embryonalextrakt als Kultur-
medium verwendet. Fiir Versuche mit derartigen Kulturen wird noch
ein 3. Tropfen mit der Versuchs- bzw. Kontrollosung zugesetzt. Wir
nennen daher solche Kulturen ,,Dreitropfenkulturen®. Die Explantate
wachsen also in einer sehr kleinen Menge von Kulturmedium.

In einer Reihe von Vorversuchen wurde die Unschddlichkeit der
radioaktiven Losung gepriift. Erst nach Ausschaltung aller Begleitstoffe,
die schiadlich wirken kénnen, wurden die Kulturen hergestellt, deren
Analyse im folgenden beschrieben ist; die nach unserem Verfahren? her-
gestellten Zuckerlosungen sind unschidlich. Die Beurteilung des Wachs-
tums bzw. der Schidigung der Kulturen erfolgte bei den bisherigen Ver-
suchen stets durch Vergleich mit den Kontrollen. Es wurde die Grifie
des Randschleiers abgeschitzt, den die auswachsenden Bindegewebs-
zellen bilden, weiter die Dichte der Lagerung der einzelnen Zellen sowie
auch deren Zustand (Verfettung, Vakuolisierung usw.). Von einer quan-
titativen Auswertung wurde im gegenwirtigen Stadium abgesehen.

Nach 48- bis 72stiindigemi Aufenthalt im Brutschrank stellen die
Kulturen ihr Wachstum ein. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Kulturen
zur chemischen Verarbeitung weitergegeben, da bei lingerer Inkubations-
zeit Degenerationserscheinungen auftreten.

Chemische Aufarbeitung.

Nach beendeter Inkubation wurden die Kulturen gemeinsam mit dem
gesamten Kulturmedium, das derart insbesondere fiir Eiweilkérper und
Aminosduren als Triger dient, homogenisiert und in ein Gemisch von,
Alkohol (10 ccm) und Ather (3 com) eingebracht. In diesern Gemisch kénnen
die Kulturen léingere Zeit aufbewahrt werden. Die Aufarbeitung der Kulturen
erfolgte nach dem Schema:

Kultur
[ T
Riickstand ,,A% Filtrat ,,A*
S R
; , \ I
Riickstand ,, B Filtrat ,,B“ Lésung ,,C* Loésung ,,D*
1 S I |
} ; I ¥
wEiweifSfraktion  Losung ,,C’*“ Losung ,,E ,,Basen- und Amino-

sdurenfraktion

L. Fettfraktion
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Die homogenisierte Aufschlemmung der Kultur wurde 1 Std. bei 50° C
am RickfluB erwdrmt. Dann wurde die AuBentemperatur gesteigert, bis’
die Hauptmenge des Athers entfernt war. Nun wurden 2 cem einer Losung
von 5 g Fett pro Liter CCl, zugesetzt und weitere 14 Stdn. am Riickflufl
erhitzt. SchlieBlich wurde vom Riickstand abfiltriert, dieser Riickstand
»A“ noch 2mal mit je 1 cem Alkohol nachgewaschen und der. Waschalkohol
dem Filtrat zugefugt. Der Riickstand ,,A‘‘ enthilt neben geringen Mengen
adsorptiv festgehaltenen hochaktiven Zuckers hauptsichlich Eiweif.

Da sich einerseits der Zucker aus dem Eiweilniederschlag schwer voll-
sténdig entfernen 14Bt, anderseits aber schon geringste Spuren des Radio-
zuckers die Resultate verfilschen wiirden, wurde das Eiweil nicht direkt
bestimmt, sondern vorerst zu Aminosduren abgebaut. Zu diesem Zwecke
wurde der Rickstand ,,A“ 16 Stdn. in 8cem 6 n HCI am Rickflu zum
Sieden erhitzt. Von den dabei enistandenen Huminsubstanzen wurde ab-
filtriert. Dieser Riuckstand ,,B*, in dem sich fast keine Aktivitdt mehr
nachweisen lieB, wurde verworfen.

Das Filtrat ,,B‘ wurde zunichst bei niederer Temperatur im Vakuum von
HC1 befreit und sodann auf eine aus zwei mit je zirka 2 g Kationenaustauscher
(Dowex 50) gefiillten Segmenten bestehende Séule aufgebracht. Nun wurde
mit Wasser nachgewaschen, bis im letzten Waschwasser keine stdrende
Aktivitdt mehr nachzuweisen war. Xrst dann wurden beide Segmente ge-
trennt mit 1 n HCl behandelt. Mit 100 com HCl konnten im Laufe von
18 bis 24 Stdn. etwa 90 bis 959, der Hydrolyseprodukte eluiert werden.
I unteren Segment (,,Kontrollsegment‘‘) wurde nur etwa ein Zehntel der
Gesamtaktivitéit gefunden, Die Aktivitit des Eluats wurde als die der
,,BiweiBfraktion bezeichnet.

Das Filtrat vom Riickstand ,,A (Filtrat ,,A*) enthielt neben der Haupt-
menge des nicht aufgenommenen Radiozuckers (,,Restzucker) die freien
Aminosduren und alkohollsslichen Reptide sowie die Fettstoffe und freien
Karbonséuren, schlieBlich auch die Stickstoffbagen der Kultur. Zur Trennung
der Fettstoffe von den wasserloslichen Stoffen wurde wiederholt zwischen
organischer und wifiriger Phase geschieden. Zwischendurch wurde, um die
Herstellung des Verteilungsgleichgewichtes und insbesondere den Austausch
noch zuriickgehaltenen Radiozuckers gegen inaktiven Zucker zu gewihr-
leisten, in homogene Phase {iberfiihrt.

Dazu wurde dem Filtrat ,,A in einem Scheidetrichter zunidchst 2 cem
0,5%iger inaktiver wilriger Glukoselésung (als Riickhaltetréger) zugefiigt;
die Flussigkeit bleibt dabei noch homogen. Dann wurde zur Entmischung
mit 10 cem Wagser versetzt. Die untere, organische Phase ,,C* wurde ab-
gelassen, die wéBrige Phase ,,D“ 2mal mit je 1cem CCl; nachgewaschen
und die Waschflissigkeit der Losung ,,C* hinzugefiigt. Diese wurde sodann
selbst noch mit 10 cem Wasser gewaschen und das Waschwasser mit
Léosung ,,D* vereinigh. Nun wurden zur Lésung ,,C“ 4 cem der wilrigen
Glukoselosung zugesetzt und das Ganze mit 20 cem Alkohol wieder in eine
homogene Phase gebracht. Dann wurde wieder mit 20 com Wasser ent-
mischt. Die so erhaltenen Loésungen C’ und E wurden wie oben gewaschen.
Das letzte Waschwasser der Lésung C’° muf} praktisch inaktiv sein. Diese
Losung enthilt nur noch die Fettstoffe der Kultur und Trégerfett. Durch
Verdampfen des Losungsmittels erhilt man also die ,,Fettstoff-Fraktion.
Die Verluste an Fettstoffen kann man angenéhert bestimmen, indem man
die Ausbeute an Gesamtfett mit der Menge des zugesetzten Trigerfettes
vergleicht; sie erwiesen sich als unbedeutend. Die Lésung ,,E° muB einen
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Teil der freien Fettsduren neben Spuren Zucker enthalten haben. Sie wurde
nicht weiter untersucht.

Die Lésung ,,D* enthilt die Hauptmenge des Restzuckers, die freien
Aminosiuren und Stickstoffbasen, die alkoholléslichen Peptide sowie einen
Teil der Karbonsduren. Die Losung wurde nach dem Einengen auf ein
kleines Volumen analog dem Filtrat ,,B‘ behandelt. - Es werden also nach
dem Aufsetzen auf eine Kationenaustauschersiule die nichtionisierten Stoffe
und die Karbonsiiuren durch reichliches Durchwaschen entfernt. Sobald
im letzten Waschwasser keine stérende Aktivitdt mehr nachzuweisen war,
wurde mit 1 n HCI eluiert (,,Basen- und Aminosdurefraktion®). Im gleichen
Arbeitsgang kénnen auch die Karbonsduren durch eine Anionenaustauscher-
sdule erfaflt werden, doch sind solche Versuche erst in Angriff genommen.

Einstweilen wurden jene freien Karbonsduren, die unlésliche Barium-
salze liefern, nebenher in einer weiteren Versuchsreihe bestimmt, die haupt-
séchlich der Messung der Atmung der Kulturen diente. Einige Kulturen
wurden zur Inkubation mit dem radioaktiven Zucker in abgeschlossenem
GefsB iiber NaOH in den Brutschrank eingefiihrt, um CO,-Verluste zu ver-
meiden. Nach der Inkubation wurde jedes Gefdfl unter Lauge gedffnet,
die Kultur in 20 cem 0,05 n NaOH homogenisiert und dann filtriert. Im
Filtrat wurden durch Zusatz von BaCl, das geloste Karbonat und ein Teil
der Karbonsduren ausgefillt. Mitgerissene Fettstoffe wurden durch Aus-
waschen des Niederschlages mit Alkohol und Ather entfernt. Nun wurde
in dem Veraschungskolben des Gerdtes nach wan Slyke im Vakuum mit
Perchlorsdure versetzt. Das entstehende CO, wurde im Auffangkolben in
NaOH aufgenommen und seine Aktivitéit bestimmt. Die perchlorsaure
Losung wurde nun mit Ather ausgeschiittelt, der Ather nach griindlichem
Waschen mit Wasser verdampft und die so gewonnene S#urefraktion auf
Aktivitdt gepriift.

Ergebnisse.

Jeder einzelnen Kultur waren im Mittel etwa 0,002 mg Zucker in
Form von Ringerlosung mit 0,01%, Zuckergehalt zugesetzt worden. Der
Zucker hatte eine spezifische Aktivitdt von 2,5- 108 Zerfillen/Min. mg
(= 113 Mikrocurie/mg). Insgesamt wurden 13 Versuche ausgefiihrt.
Die erhaltenen individuellen Aktivitdtswerte waren je nach GréBe und
Vitalitét der Kulturen starken Schwankungen unterworfen. Dafl es sich
dabei aber hauptsichlich um echte Variabilitdt und nicht um Versuchs-

Tabelle 1. Aktivitdten der Fraktionen.

Zuckerauinahme

Fraktion Aﬁf;;’lﬁa" % der

mg zugesebzten
Menge
Freie Basen und Aminoséuren .......... 730 2,9- 106 0,15
EiweiB.......ccooiiiiiiiiiiiin 440 1,8- 108 0,09
Fettstoffe .........c.iiiiiiii it 150 0,6 - 10-¢ 0,03
Freie Karbonsiuren (Teilwert) .......... 1050 4,1-10-8 0,21
Kohlendioxyd .............ciiiiiiiaa, 2200 8,8-10-¢ 0,44
SUmme ..o vr ittt e 4570 i8,2- 10 0,92
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fehler handelt, wird durch die Beobachtung nahegelegt, daB die Aktivi-
titsverhiltnisse in den verschiedenen Fraktionen von Kultur zu Kultur
nicht allzusehr verschieden sind. Im Mittel erhielten wir in den erfaflten
Fraktionen die Ergebnisse laut Tabelle 1.

Legt man den Berechnungen ein Gewicht der wasserfreien Kultur der
GréBenordnung von 0,01 mg zugrunde, dann betrigt die Gesamtauf-
nahme an dargebotenem Zucker zirka 0,29, des Eigengewichtes, ent-
spricht also etwa dem 20fachen der zum Aufbau von wasserunldslichen
Gewebebestandteilen verwendeten Zuckermenge!. Die erhaltene Aktivitit
reicht auch fiir die wenigstens teilweise Zerlegung der Fraktionen in
einzelne wohldefinierte Verbindungen hin.

Wir danken den Osterreichischen Stickstoffwerken, Linz, sowie der
Sonnleithner- und der van ’t Hoff-Stiftung fiir finanzielle Unterstiitzung
unserer Arbeiten. ’



