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Es wird ein Verfahren beschrieben, unter  Verwendung von 
radioakt ivem Zucker den Stoffwechsel einzelner tierischer 
Deckglas-Gewebekulturen zu erforschen. Die Mengen an freien 
Stlckstoffbasen und Aminos~uren, EiweiBk6rpern, Fet ts toffen 
und Kohlendioxyd,  die durch die Kul tur  im Laufe eines zwei- 
t/~gigen Wachs~ums gebilde~ werden, wurden bestilI~mt. Auch 
ein Teil der freien Karbons/~uren wurde effaBt. Insgesamt 
wurden im Durchschnit t  pro Kul tur  aus den dargebotenen 
2 - 1 0 - e g  Zucker etwa 2" 10-Sg in Fo rm der bisher er- 
faf3ten S~offwechselprodtfl~te assimfliert. 

E i n l e i t u n g .  

W i t  haben  fr i iher  fiber eine Methode  1 ber ichte t ,  m i t  deren  Hilfe  de r  
Stoffwechsel  einzelner Deckg la s -Gewebeku l tu ren  t ier ischen Ursp rungs  
gemessen werden  kann,  obgleich die Trockenmasse  einer solchen K u l t u r  
grSBenordnungsm~Big nur  1/100 mg betrEgt .  Iqach dieser Methode  wi rd  
der  K u l t u r  mi t  Radiokohlens tof f  ma rk i e r t e r  Zucker  besonders  hoher  
spezifiseher Aktivit /~t  zugefi ihrt .  Nach  AbschluB einer Wa c hs tums -  
per iode  (48 Stdn. )  wird  die K u l t u r  - -  gegebenenfal ls  un t e r  Tr~gerzusatz  - -  
chemiseh in F r a k t i o n e n  zerleg~ und  die Radioaktivit~Lt der  F r a k t i o n e n  
einzeln bes t immt .  Zu diesem Zweck werden die F r a k t i o n e n  nach  van S lyke  
nab  verasch t  und  der  Radiokohlens tof f  in die F o r m  yon  B a r i u m k a r b o n a t  
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gebracht. Aus diesem wird die zur Fiillung des Gas-Geiger-Zahlrohres 
no~wendige Kohlens~ure entwickelt. Die Radioaktivit~t jeder einzelnen 
Fraktion zeigt dann an, in welchem Ma~ das Gewebe den dargebotenen 
Zucker in die Substanzen umgewandelt hat, die der betreffenden Frak- 
tion angehSren. 

Seither ist ein verbessertes Verf~hren zur Herstellung yon Zuckern 
hoher spezifischer Aktivit~tt beschrieben worden 2. SchlieBlich wurde in 
der Zwischenzeit auch das fiir diese Untersubhungen angewandte Vet- 
fahren zur Messung sehr kleiner spezifischer Aktivit~iten mi~ dem Gas- 
Geiger-Zahlrohr ver5ffentlicht 8. 

Unsere ersten Versuche 1 hatten dem Nachweis gedient, da~ das Ge- 
webe w~hrend der zweit~igigen Wachstumsperiode tatsachlich eine meB- 
bare Menge Radiokohlenstoff aufnimmt und in Gewebebestandteile ein- 
baut. Es wurden dabei damals, um eine Verf~lschung der Ergebnisse 
dureh zurfickgehaltenen Zucker mit Sicherheit zu verhindern, nur die 
in Wasser unl6slichen Gewebebestandtefle erfal3t. 

In vorliegender Arbeit soll nun fiber weitere Ve suche berieh~e~ 
werden, bei denen auch wasserl6sliche Stoffwechselprodukte der Analyse 
unterworfen wurden. Im gegenw~rtigen Stadium, in dem haulotsaehlich 
das Arbeitsverfahren weiter entwickelt werden sollte, wurden Be- 
stimmungen wohldefinierter individueller Stoffe noch nieht vorgenommen; 
vielmehr wurden Gruppen yon Stoffwechselprodukten, wie sie bei der 
Auftrennung in Fraktionen zun~chst anfallen, gemeinsam bestimmt. 

Die Gruppen sind in unserer vorl~iufigen Bezeiehnungsweise 1. die 
freien Basen und Aminos~iuren, 2. die Fettstoffe, 3. die freien Karbon- 
s~iuren u n d  4. die EiweiBk6rper. Unter dem Begriff ,,Fettstoffe" soll in 
diesem Zusammenhang die Gesamtheit der in den Geweben vorkommen- 
den, in Fettl6sungsmitteln wesentlich besser als in Wasser 16slichen Stoffc 
verstanden werden. Aul~erdem wurde die im Stoffwechsel gebildete 
Kohlensiiure bestimmt. 

G e w e b e z i i e h t u n g .  

Die Kulturen st~mmten ausnahmslos yon embryonalen Hfihnchen. 
Nach 8- bis 10t~giger Bebrfitung der Eier wurden Gewebe aus dem Herzen, 
den Extremit~ten oder der Sch~delkapsel explantiert. Das Explantat  
wurde in den letzten beiden F~llen durch mehrere Passagen bis zur 
morphologischen Entdifferenzierung gezfichtet. Diese Kulturen wurden 
bei der Umbettung in zwei gleiche Teile geschnitten. I)er eine Tell diente 
als Versuehs-, der andere als Kontrollkultur. Durch Vergleich mit den 
Kontrollen sollte festgestellt werden, ob die radioaktive LSsung auf Grund 
eines eventuellen Gehaltes an Verunreinigungen die Kultur  sch~digte. 

2 L. Sverak, O. Suschny und E. Broda, Mh. Chem. 84, 931 (1953). 
3 G. Rohringer und E. Broda, Z. NaturfQTsch. 8 b, 159 (1953). 
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I)er radioaktive Zucker (gleiehe Teile Glukose und Fruktose) gelangte 
in RingerlSsung zur Anwendung; als VergleichslSsung diente Ringer- 
lSsung mit inaktiver Glukose. 

Die Iterzkulturen dagegen wurden sofort bei der Explantation zum 
Tell mit der radioaktiven VersuehslSsung angelegt, wobei gleiehartige, 
mit der inaktiven RingerlSsung angesetzte Kulturen als Kontrollen dienten. 

Bei der hier angewendeten Deekglas-l~Iethode werden immer nur 
1 Tropfen Hiihnerplasma und 1 Tropfen Embryonalextrakt  als Kultur- 
medium verwendet. Fiir Versuehe mit derartigen Kulturen wird noch 
ein 3. Tropfen mit der Versuchs- bzw. KontrollSsung zugesetzt. Wir 
nemlen daher solche Kulturen ,,Dreitropfenkulturen". Die Explantate 
wachsen also in einer sehr kleinen Menge yon Kulturmedium. 

In einer Reihe yon Vorversuchen wurde die Unschadlichkeit der 
radioaktiven LSsung geprfiit. Erst nach Aussehaltung aller Begleitstoffe, 
die seh~dlich wirken kSnnen, wurden die Kulturen hergestellt, deren 
Analyse im folgenden beschrieben ist; die nach unserem Verfahren 2 her- 
gestellten ZuckerlSsungen sind unschadlieh. Die Beurteflung des Waehs- 
rums bzw. der Seh~digung der Kulturen erfolgte bei den bisherigen Ver- 
suchen stets dureh Vergleich mit den Kontrollen. Es wurde die GrSl~e 
des Randsehleiers abgesch~tzt, den die auswachsenden Bindegewebs- 
zelten bilden, weiter die Dichte der Lagerung der einzelnen Zellen sowie 
auch deren Zustand (Verfettung, Vakuolisierung usw.). Von einer quan- 
ti tativen Auswertung wurde im gegenw~rtigen Stadium abgesehen. 

Nach 48- bis 72stiindigem Aufenthalt im Brutsehrank stellen die 
Kulturen ihr Wachstum ein. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Kulturen 
zur chemischen Verarbeitung weitergegeben, da bei l~ngerer Inkubations- 
zeit Degenerationserscheinungen auftreten. 

C h e m i s c h e  A u f a r b e i t u n g .  
Nach beendeter InkubaVion wurden die Kulturen gemeinsam mit dem 

gesamten Kulturmedium, das derart insbesondei~e fiir Eiweil~kSrper und 
Aminos~uren als Trager dient, homogenisiert und in ein Gemisch yon 
Alkohol (10 ccm) und J~ther (3 ccm) eingebracht. In diesem Gemiseh kSnncn 
die Kulturen l~ngere Zeit aufbewahrt werden. Die Aufarbeitung der Kulturen 
erfolgte nach dem Schema: 

Kultur 

Rfickstand ,,A" Filtrat ,,A" 
i il ....... 

i i 
l%iiekstand ,,B" Filtrat ,,B" LSsung ,,C" L6sung ,,D" 

I ~ iI l 

,,Eiwei/3/ral~tion" L6sung ,,C"' L/Ssung ,,E" ,,Basen- und Amino- 
~ u r e n J r a k t i o n "  

, ,Fe t t ] rak t ion  " 
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Die homogenisierte Aufschlemmung der Kul tur  wurde 1 Std. bei 50~ 
am Riiclfflul] erw~rmt. Dann wurde die Aul]entemperatur gesteigert, b i s  
die t tauptmenge des ~thers  entfernt war. Nun wurden 2 cem einer LSsung 
yon 5 g Fe t t  pro Liter CC14 zugesetzt und weitere 14 Stdn: am Riiekflul~ 
erhitzt. Sehliel31ich wurde vom Riiekstand abffltrier~, dieser Riiekstand 
, ,A" noeh 2real mit  j e t  ecm Alkohol nachgewasehen und der  Wasehalkohol 
dem Fi l t ra t  zugefiigt. Der Riiekstand ,,A" enth~lt neben geringen Mengen 
adsorptiv festgehaltenen hochaktiven Zuckers haupts;4chlieh Eiweil]. 

Da sieh einerseits der Zucker aus dem Eiweiflniederschlag schwer voll- 
st~ndig entfernen l~I]t, anderseits aber schon geringste Spuren des Radio- 
zuekers die Resultate verf~lschen wiirden, wurde das Eiwefl] nicht direkt 
bestimmt, sondern vorerst zu Aminos~uren abgebaut. Zu diesem Zwecke 
wurde der Riiekstand , ,A" 16 Stdn. in 5 ccm 6 n HC1 am Riickflul~ zum 
Sieden erhitzt.  Von den dabei entstandenen Huminsubstanzen wurde ab- 
filtriert. Dieser R/iekstand ,,B '~ in dem sieh fast keine Akt iv i ta t  mehr  
naehweisen liei~, wurde verworfen. 

Das Fi l t ra t  , ,B" wurde zunachs~ bei niederer Temperatur  im Vaknum yon 
ttC1 befreit und sodann auf eine aus zwei mit  je zirka 2 g Kationenaustauseher 
(Dowex 50) gefiillten Segmenten bestehende Saule aufgebraeht. N~m wurde 
mit  Wasser na.chgewasehen, his im letzten Waschwasser keine stSrende 
Akt iv i ta t  mehr naehzuweisen war. Erst  dann wurden beide Segmente ge- 
t rennt  mit  1 n HC1 behandelt. Mit 100 cem tIC1 konnten ira Laufe yon 
18 bis 24 Stdn. e t w a  90 bis 95% der Hydrolyseprodukte eluiert werden. 
Im  unteren Segment ( ,Kontrol lsegment")  wurde nut  etwa ein Zehntel der 
Gesamtaktivitgt  gefunden, Die Aktivi ta t  des Eluats wurde als die der 
,,Eiweil3fraktion" bezeiehnet. 

Das Fi l t ra t  vom Rfiekstand ,,A" (Filtrat ,,A") enthielt neben der Haupt-  
menge des nieht aufgenommenen Radiozuekers ( ,Restzueker")  die freien 
Aminos~uren nnd alkohollSsliehen l~eptide sowie die Fettstoffe und freien 
Karbonsauren, sehliel31ieh auch die Stlekstoffbasen der Kultur.  Zur Trennmag 
der Fettstoffe yon den wasserlSsliehen Stoffen wurde wiederholt zwisehen 
organiseher nnd wgl~riger Phase geschieden. Zwischendureh wurde, um die 
Herstellung des Verteilungsgleichgewichtes a n d  insbesondere den Austausch 
noeh zuriickgehaltenen Radiozuekers gegen inaktiven Zueker zu gewahr- 
leisten, in homogene Phase iiberfiihrt. 

Dazu wnrde dem Fi l t ra t  ,,A" in einem Scheidetrichter zuniichst 2 ccm 
0,5%iger inaktiver waBriger GlukoselSsung (als Rfiekhaltetrager) zngefiigt; 
die Fliissigkeit bleibt dabei noch homogen. Dann wurde zur Entmisehung 
mit  10 ecru Wasser versetzt.  Die m~tere, organisehe Phase ,,C" wurde ab- 
gelassen, die wgi~rige Phase ,,D '~ 2real mit  je 1 cem CC14 nachgewaschen 
und die Wasehfliissigkeit der L6sung ,,C" hinzugefiigt. Diese wurde sodann 
selbst noch mit  10cem Wasser gewasehen und das Waschwasser mit  
LSsung , ,D" vereinigt. Nun wurden zur LSsung ,,C" 4 ecru tier wgl3rigen 
GlukoselSsung zugesetzt und das Ganze mit  20 ecru Alkohol wieder in eine 
homogene Phase gebracht. Dann wurde wieder mit  20 ecru Wasser ent- 
miseht. Die so erhaltenen LSstmgen C' und E wurden wie oben gewa~ehem 
Das letzte Wasehwasser der LSsung C' mu~ praktiseh inakt iv  sein. Diese 
LSsung enthalt  nut  noch die Fettstoffe der Kul tur  und Trggeffett." Dureh 
Verdampfen des LSsungsmittels erhglt man also die , ,Fettstoff-Fraktion".  
Die Verluste an Fetts toffen kann man angen~hert bestimmen, indem man 
die Ansbeute an Gesamtfett  mit  der Menge des zugesetzten Tragerfettes 
vergteieht;  sie erwiesen sich als unbedeutend. Die LSsung , E "  mu~ einen 
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Tell der freien FeSts~uren neben Spuren Zucker enthal~en haben. Sie wurde 
nieh~ welter untersueht.  

Die LSsung ,,D" enth~lt die t tauptmenge des Restzuekers, die freien 
Amlnos~uren und  Stiekstoffbasen, die alkohollSslichen Peptide sowie einen 
Tell der Karbonsguren. Die LSsung wurde nach dem Einengen auf ein 
kleines Volumen analog dem Fi l t ra t  ,,B" behandelt. Es werden also nach 
dem Aufsetzen auf eine Kationenaustausehers~ule die niehtionisierten Stoffe 
und die Karbons~uren dutch reiehliches Durehwasehen entfernL Sobatd 
irn le~zten Wasehwasser keine stSrende Aktivit~t rnehr nachzuweisen war, 
wurde mit  1 n HCI eluiert (,,Basen- und  Aminosfiurefraktion"). Im  gleiehen 
Arbeitsgang k5nnen aueh die Karbons~uren dureh eine Anionenaustauseher- 
s~ule erfal~t werden, doeh sind solche Versuche erst in Angriff genommen. 

Einstweilen warden jene freien Karbons~uren, die unlSsliche Barium- 
salze liefern, nebenher in einer weiteren Versuchsreihe bestimmt, die haupt- 
s~ichlieh der Messung der Atmung der Kul turen  diente. Einige Kul~uren 
warden zur Inkuba t ion  mit  dem radioaktiven Zucker in abgesehlossenem 
G e f ~  fiber NaOH in den BI, atschrank eingefiihrt, urn CO2-Verluste z u  ver- 
meiden. Naeh der Inkubat ion  wurde jedes Gef~i3 unter  Lauge geSffnet, 
die Kul~ur in 20 ccm 0,05 n NaOH homogenisiert und  dann  filtriert. Im  
Fi l t ra t  wurden durch Zusatz yon BaCI~ das gelSste Karbonat  und ein Tell 
der Karbons~uren ausgef~llt. ~YIiSgerissene Fettstoffe wurden dutch Aus- 
wasehen des Niedersehlages mit  Alkohol und  ~ h e r  enCfernt. Nun wurde 
in dem Verasehungskolben des Ger~tes nach van  Slylce im Vakuum mi~ 
PerchIors~ure versetz~. Das entstehende CO~ w~u~de irn Auffangkolben in 
I~aOH aufgenommen und seine Aktivit~t bestimmt. Die perehlorsaure 
LSsung wurde nun  mit  J~ther ausgesehfittelt, der Kther nach grfindlichem 
Waschen mit  Wasser verdampft mid die so gewonnene S~urefraktion auf 
Aktivit~t geprfift. 

E r g e b n i s s e .  

Jeder  einzelnen K u l t u r  waren im Mittel etwa 0,002 mg Zueker in  
Form yon  l~ingerlSsung mit  0,01% Zuckergehal~ zugesetzt  worden. Der 
Zucker haste eine spezifische Akt iv i t~ t  yon  2,5.  l0  s Zerf~llenfMin. mg 
( =  113 Mikrocurie/mg). Insgesamt  wurden  13 Versuche ausgeffihrt. 
Die erhal tenen individuel len  Aktivi t~tswerte  waren je nach  GrSBe u n d  
Vital i t~t  der K u l t u r e n  s ta rken Schwankungen  unterworfen.  Dal~ es sich 
dabei  aber  haupts~eh]ieh u m  eehte Variabil i t~t  und  n i c h t u m  Versuehs- 

Tabelle I. Aktivit~en der Fraktionen. 

:Fraktion 

Freie Basen und  Aminosguren . . . . . . . . . .  
Eiweil~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Fettstoffe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Freie Karbons~uren (Teilwert) . . . . . . . . . .  
Kohlendioxyd . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
S t n n m e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Aktivit~tt  
min-~ 

730 
440 
150 

1050 
2200 
4570 

Zuckeraufnahme 

mg 

2,9. 10 -6 
i ,8 .  10 -6 
0,6. 10 -6 
4,1. 10 -6 
8,8- 10 -6 

18,2- 10 -8 

% der 
ZUgesetzten 

I Meuge 

0,15 
0,09 
0,03 
0,21 
0,44 
0,92 
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fehler handelt, wird durch die Beobachtung nahegelegt, dab die Aktivi- 
tiitsverh~ltnisse in den verschiedenen l~raktionen yon Kultur  zu Kultur  
nicht allzusehr verschieden sind. Im Mittel erhielten ~ r  in den erfaBten 
Fraktionen die Ergebnisse laut Tabelle 1. 

Legt man den Berechnungen ein Gewicht der wasserfreien Kultur der 
GrSBenordnung yon 0,01 mg zugrunde, dann betr~gt die Gesamtauf- 
nahme an dargebotenem Zucker zirka 0,2% des Eigengewichtes, ent- 
spricht also etwa dem 20fachen der zum Aufbau von wasserunlSslichen 
Gewebebestandteflen verwendeten Zuckermenge 1. Die erhaltene Aktivit~t 
reicht auch ffir die wenigstens teilweise Zerlegung der Fraktionen in 
einzelne wohldefinierte Verbindungen bin. 

Wir danken den 0sterreichischen Stickstoffwerken, Linz, sowie der 
Sonnleithner- u n d  der van ' tHo/ / .S t i f tung  fiir finanzielle Uuterstfitzung 
unserer Arbeiten. 


