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In Embryonalextrakt gehal~enen Kulmren yon Hiihnehen- 
fibroblasten wurde radioaktive Glukose z u g e f ~ t  und die 
Aktivitiit des erzeugten Kohlendioxyds bestimmt. Aus dieser 
Aktivit~t wurde auf die veratmete Glukosemenge gesehlossen. 
Deckglaskulturer~ veratmeten bei Zufuhr yon 6 y oder mehr 
Glukose 1 y. l~ach einigen Stunden w~arde ehl Maximum der 
Atmung erreieh~, naeh wenigen Tagen kam die Atmung praktiseh 
zum Stillstand. Aueh Embryonalextrakt allein (ohne Kultnr) 
entwickelt eine geringe Menge Radiokohlendioxyd. Roller- 
Kulturen veratmen viel mehr (unter Umstgnden hundertema.] 
mehr) Glukose als Deekglaskulturen; auch in diesem Falle ist 
die Kohlendioxydentwieldung der Kultur viel gr613er als die des 
Nghrmediums. Deckglas- und Roller-Kulturen veratmen Glukose 
aueh in isotoner Salzl6sung ohne Zusatz yon Embryonalextrakt, 

In iriiheren VerSffentliehungen wurde eine Methode zur Bestimmung 
des Stoffwechsels individueller Deckglas-Gewebekulturen (Trocken- 
gewicht grSl~enordnungsm~l~ig 1/10omg ) beschrieben 1, ~. Der Kultur 
wird radioaktive Glukose als Iqi~hrstoff zugefiihrE nach Abschlul~ einer 
Waehstumsperiode (Passage) yon normalerweise 3Tagen wird das 

1 0 .  Suschny, E.  Broda, L.  Svera]c, O. 2'eldstein, H. Bile]c, L. Stoc]cinger 
und H. Madl, Mh. Chem. 83, 1091 (1952). 

2 L. Stoe]cinger, H. Enzl, E.  Broda, O. Suschny und L. Svera]c, Mh, Chem. 
85, 327 (1954). 
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Gewebe unter Tr~gerzusatz ehemisch in Fr~ktionen zerlegt und die 
l~udio~ktivit~t der einzelnen Fr~ktionen gemessen. Diese Ak~ivitgt 
zeigt ~n, in welehem M~B d~s Gewebe den zugeffihrten Zucker zur Er- 
zeugung yon Stoffen verwendet hat, die zu der betreffenden Fraktion 
gehSren. 

Bei Verwendung yon Fibrobl~stenkulturen konnten wit in den ersten 
Versuehsreihen nur etw~ 1 ~o des zugeffihrten I~adiokohlenstoffes in Form 
yon Stoffwechselprodukten wiederfinden. Dies entspr~ch trotz sehr 
hoher spezifischer Aktivitgt der zugefiihrten Glukose s und trotz grol~er 
Empfindlichkeit der Messung mit dem Gas-Geiger-Zahlrohr ~ im Dureh- 
schnitt blol~ 5000 St51~en pro Minute und Kultur. Allerdings w~r bei 
den ersten Bestimmungen, wie schon d~mMs betont wurde, nur ein 
verh~ltnismgl~ig kleiner Tefl der gebildeten K~rbons~uren erf~ftt worden, 
Inzwisehen ist das Aufarbeitungsverfahren vor gllem insofern verbessert 
worden, ~ls die Kurbonsguren nicht mehr ~ls B~riums~lze teilweise gefgllt, 
sondern ~n einem schwach basisehen Ionen~ustauscher, und zwar Dowex 3, 
~bgesehieden wurden. Dg- 
durch erg~b sich eine Stei- 
gerung der Gesamt~usbeute 
an Radiokohlenstoff in don 
Stoffwechselprodukten um 
etw~ 150%. Die Vertei- 
lung des Radiokohlenstoffes 
tiber die Fr~ktionen der 
Fibrobl~sten bei Anwen- 
dung der verbesserten Auf- 
arbeitungsmethode ist der 
Tabelle 1 zu entnehmen. 

TgbeIle I. V e r t e i l u n g  des l~ad iokoh len -  
s~offes fiber die F r a k t i o n e n  der  

S t o f f w e c h s e l p r o d u k t e .  

I P r o z e n t  
! 

Kohlendioxyd . . . . . . . . . . . . . . . . . .  i 24 
Freie B~sen und Aminos~uren... '~ 4 
Karbons/~uren . . . . . . . . . . . . . . . . . .  I 67 
Eiweil3kSrper . . . . . . . . . . . . . . . . . .  , 3 
Fettstoffe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 

Angesichts der Kleinheit der Aktivit~t der Stoffwechselprodukte 
best~nd die Besorgnis, dab bei weiterer Aufteilung der Fr~ktionen in 
individuelle ehemische Verbindungen die Messung Schwierigkeiten be- 
reiten wiirde. Wit h~ben d~her die Abh~ngigkeit der Aufnahme yon l~adio- 
kohlenstoff yon den Versuchsbedingungen, besonders yon der Glukose- 
menge, yon der Zus~mmensetzung des N~hrbodens und yon der Ztichtungs- 
methode geprfift. Diese Priifung hat  t~ts~chlich zu einer erhebliehen 
Verbesserung der Yersuehsbedingungen gefiihrt. 

Als Ma~ der Kohlenstoff~ufnahme wurde die Entwicklung yon 
Kohlendioxyd, also die Atmung  des Gewebes gew~ihlt. Erstens hatten 
ngmlich Vorversuche gezeigt, da~ unter den gegebenen Versuchsbedin- 
gungen der Anteil des Radiokohlenstoffes im Kohlendioxyd am ges~mten 
umgesetzten l~adiokohlenstoff nur innerhalb enger Grenzen sehwankt. 

a L, Sveralc, O. Suschny uad E. Broda, ~r Chem. 84, 931 (1953). 
4 E. Brodct und G. Rohringer, Z. Elektrochem. 58, 634 (1954). 
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(Dies wiirde ullerdings bei Verwendung versehiedenartiger Kulturen, 
also etwa beim Vergleieh yon gesundem und Krebsgewebe, gewig nicht 
gelten.) Zweitens l as t  sieh da, s Kohlendioxyd raseh nnd leieht messen. 
~ a n  braueht  dazu das Waehstum der Kul tur  nieht einmal zu unter- 
breehen, so dab man die Atmung auch laufend untersuehen kann. 

Zur Best immung der Atmung yon Deckglaskulturen wurden Gef~ge 
verwendet, dureh die ein Lufts t rom geleitet werden kgnn. Die Gef/iBe 
bestehen ans W~gegl~Lsern mit  eingeschliffenem Deckel und h~ben je 
zwei mit  g~hnen  verschlieBbare gl~serne Zuleitnngen, (lurch die Luft  
ges~ugt werden kann. Die Kul tur  h~ngt in einer ebenen Vertiefung des 
Deckels yon 9 m m  Durchmesser. Diese Vertiefung verhinder~ ein 
Auseinanderlaufen des fliissigen N/ihrmediums. Die Oberfl/~ehenspannung 
reieht aus, um N~hrmedium und Kul tur  am Deekel festzuhMten. 

Spgter wurde das Kohtendioxyd nicht mehr dureh Durehsgugen yon 
Luft  best immt.  Start  dessen wurde ein Kubikzentimeter  ulk~liseher 
isotoner SalzlSsung in das W~geglas gebraeht;  wie in Kontrollversuehen 
festgestellt wurde, absorbiert diese LSsung dgs gebildete Kohlendioxyd 
quantitat iv.  Die dabei entstgndene Karbon~tlSsung kann jederzeit 
dureh einfaches Anst~usehen des unteren Gef~tgteiles gewonnen werden. 

Um nun Stoffweehselprodukte yon mSgliehst hoher Aktivit~t  zu 
erhalten, mug vor allem eine Verd/innung des t~adiozuekers dutch in- 
aktiven Zueker so wait Ms mSglieh vermieden werden. Der urspriingliehe 
N~hrboden war aus drei Bestandteilen zusammengesetzt,  ngmlich isotoner 
S~lzlSsung mit l~adioglukose, I-[iihnerembryonalextrakt and  Htihner- 
plasma. Leider enthalten die beiden letzteren Bestandteile, besonders 
das Plasma, beachtliehe :~{engen Glukose. 

Wir haben daher d~s Plasma, das nut  dazu dient, ein unter- 
st/itzendes Netzwerk zu erzeugen, dureh Nylongewebe ersetzt s. Es 
zeigte sieh, dab Mfi31erggze, wie sie zur Trennung yon grobem und 
feinem Mehl verwendet wird, geeignet ist. Die Kulturen waehsen gut, 
und das Waehstum kann ebenso wie bei der Verwendung yon Plasma 
durch die Vertiefung des Deekels hindureh mit  dem ~{ikroskop beobaehtet  
werden. 

Auf den Embryonalex t rak t  kgnn hingegen nieht ganz verziehtet 
werden. Jedoeh wurde dgs der einzelnen Deekglaskultur zugesetzte 
Volumen auf 0,02 ml - -  mit  einem GlukosegehMt yon ungef~hr 0,004 m g - -  
vermindert.  Der genaue GehMt des Ext rak ts  an Glukose wurde je- 
wells naeh Kowar.sky kolorimetrisch bestimmt% Daher wurde beispiels- 
weise die Radioglukose, wenn 0,001 mg fiir ein Experiment  eingesetzt 
wurde, dureh inaktive Glukose nur noeh ftinffaeh verd~nnt.  Dureh den 

5 K.F. .  Bauer, ){ethodik der Gewebeziieh~ung. Z/irieh~ 1954,. 
6 Siehe Tilgmctns-Ohnesorge, Praktikum der klinisehen Unl~ersuchtmgs- 

methoden. Berlin. 194:8. 
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Verzieht auf das Plasma und die tterabsetzung der Menge des Embryonal- 
extrakts gelang es, bei Einsatz yon 0,001 mg Radioglukose fiir eine 
Deekglaskultur die veratmete Radiokohlenstoffmenge auf etwa ein 
Fiinftel der eingesetzten Menge zu steigern. Vergleieh mit  Tabelle 1 
zeigt, dal] dann der Grol~teil der Glukose verwertet wird. 

Bei der Auswertung der Beobachtungen an Kulturen ist zu berfiek- 
siehtigen, dal~ eine geringe Menge von Stoffweehselprodukten unabhangig 
yon der Kul tur  blo13 unter der Einwirkung der im N~hrboden vorliegenden 
Enzyme entsteht. Tabelle 2 gibt die , ,veratmeten" Glukosemengen, 
wenn 0,02 ml Embryonal- 
extrakt  mit  0,004 mg Glu- 
kose und 0,005 mg Radio- 
glukose in Abwesenheit 
einer Kultur  zwei Tage be- Experiment 

Nr. 
briitet wurden. 

Im Vergleich zur At- 
mung der Kulturen, die 1 
unter i~hnlichen Verh~lt- 2 

3 nissen etwa 20~ betr~gt, 4 
ist die ,,Atmung" des N~hr- Mittelwert 
bodens also unbedeutend. 

Tabelle 2. , ,Atmung"  des N ~ h r b o d e n s  
(Deckglas). 

'1 pl~ozent 
Glukose [CO~ erzeugt i Radio- 

angeboten i(StS~e/~in.) i kohlenstoff 
(StSl3e/Min.) ~ ,,veratmet" 

f 

6,85.105 
6,85.105 
6,85- 105 
6,85.105 
6,85 �9 105 

1130 0,17 
1220 0,18 
1230 0,18 
1150 0,17 
1180 0,18 

In einer weiteren Versuchsreihe (0,020 ml TyrodelSsung, 0,00i ml 
Radioglukose, 0,020 ml Embryonalextrakt  mit 0,004 mg Glukose, Nylon) 
wurde die Abh~ngigkei~ der Atmung der Deckglaskulturen yon der Zeit 
bestimmt (Tabelle 3). Die (viel geringere) , ,Atmung" des N~hrbodens 
ist stets yon der gemessenen Gesamtatmung abgezogen. 

Tabelle3. A b h ~ n g i g k e i t  der  A t m u n g  y o n  der  Ze i t  
(Deckglas). 

Zeit seit Uber- 
pflanzung (Tage) 

Kultur Nr. [ 
i ~ittelwert 

Prozen~ /~adiokohlenstoff veratmet 

1 10,6 13,6 12,0 10,0 11,5 
2 10,8 6,2 6,6 5,2 7,2 
3 1,6 1,2 2,6 1,8 1,8 
4 - -  0,0 0,1 - -  0,1 

Summe 23,0 21,0 i 21,3 17,0 i 20,6 

Schon der Augenschein hat te  gezeigt, da~ das Wachstum der in 
Tabelle 3 angeffihrten Kulturen nach 2 Tagen praktiseh beendet war. 

Allerdings wurde in einer weiteren Serie, die langsamer wuchs und 
daher aueh den Zueker nicht so raseh ersehSpfte, noch nach 3 Tagen 
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betri~chtliche Atmung festgestellt. Bei dieser Serie (4Fibroblasten- 
kulturen) wurde die Atmung in Abst~nden yon je 4 Stdn, gemessen. 
Bei allen Knlturen dieser Serie wurde etwa 10 bis 12 Stdn. nuch der 
Transplantation ein breites 5Iaximum der Atmung aufgefunden. 

Von wesentlicher Bedeutung fiir die Gewimmng hinreichend aktiver 
Stoffwechselprodukte ist die Kenntnis der Abh~ngigkeit der Atmung 
der Knltur yon der ~ngebotenen Zuckermenge. (Die Xonzen~r~tio~ 
des Zuckers ist der Menge proportiona,l, da das Volumen konst~n~ 
bleibt.) Fibroblasten wnrden ~ls Deckgl~skulturen in N~hrmedien ge- 
zfichtet, die stets die gleiehe Menge gktiver Ghd<ose, abet verschiedene 
Mengen inaktiver Glukose enthielten. Zur Bereehnung der ver~tmeten 
Gesamtmenge aus der gemessenen Aktivitgt der Kohlendioxydfraktion 
wurde diese durch die jeweilige, nunmehr yon Versuch zu Versuch ver- 
schiedene spezifische Aktivir des Ges~mtznekers dividiert (Tabelle 4). 

Ta.belle 4. Atmung in A bhgngigke i t  yon }/ienge und 
K o n z e n t r a t i o n  der Glukose (Deckglus). 

Glukosemenge 

Akt iv  Gesam~ 
(mg) (rag) 

0,001 0,005 
0,001 0,050 
0,001 0,100 

Glukose- 
konzentra$ion 

(%) 

0,0125 
0,1250 
0,2500 

Radiokohlen- 
stoff veratmet  

(%) 

20,0 
2,3 
1,2 

Glukose 
vt~r~$nxet 

(rag) 

0,0010 
0,0012 
0,0012 

Es ergibt sich Mso, dab bei Deckglaskultsren die Menge des ver- 
atmeten Zuekers dureh VergrSgerung der angebotenen Zuckermenge 
bzw. -konzentration fiber den ha der ersten ttorizontalreihe gegebenen 
Wert hinaus kaum gesteigert werden kalm, Unter der Annahme, dab 
sfch wieder 240/0 der Aktivit~t der Stoffwechselprodukte im Kohlen- 
dioxyd linden, kgnn man schliegen, dag die Xulttlr 0,0042 mg Gesamt- 
glukose (bzw. 0,0007 mg gadioglukose) assimiliert hat. Diese Gesamt- 
glukosemenge ist yon derselben Gr6Benordnnng wie das ursprOngliche 
Trockengewicht der Kultur. 

Die Atmung yon Deckgl~sku!turen wurde dann mit der yon Roller- 
Kulturen verglichen. Die Roller, RShren bef~nden sich in eiaer langsam 
rotierenden Trommel (eine Umdrehung in 4 Min.) und wurden - -  ebenso 
wie die Deckglaskulturen - -  bei 87 bis 38 ~ gehalten. Die RShrchen w~ren 
mit GummistSpseln verschlossen und geneigt befestigt, so dab die StSpsel 
nich~ benetzt wurden. Jedes l~Skrchen enthielt ~uf einem Objekt- 
tr~tger 3 his 4 Kulturen; das N~hrmedium bestand aus 0,4 ml EmbryonM- 
extrakt, 0,6 ml Aszitesflfissigkeit und 1 ml Ringer!Ssung mit I~adio- 
glukose. Zur Bestimmtmg der Atmung war der GummistSpsel doppelt 
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durehbohrt,  so dab zwei w/~hrend des Waehstums der Kulturen ver- 
sehlossen gehaltene GlasrShrchen eingefiihrt werden konnten. Naeh 
einer Waehstumsperiode yon z. B. 4 Tagen wurde Luft  dutch die R6hrehen 
gesaugt. Das veto Luftstrom mitgeffihrte Kohlendioxyd wurde in Lauge 
absorbiert und die Aktiviti~t wie gewShnlich bestimmt. 

Wie ,erwartet, zeigte sich, dab Roller.Kulturen viel sti~rker atmen 
als Deekglaskulturen, well dureh die Bewegung des N~hrmediums 
Zucker leichter zugefiihrt wird und Stoffwechselprodukte leichter ab- 
gefiihrt werden. Aus diesem Grunde kann man ffir Roller-tgShren grSl3ere 
Gewebsstficke verwenden und sie auch li~nger wachsen lassen. Offenbar 
warden in einem RShrchen unter giinstigen Umsti~nden einige hundert  
Mikrogramm Zueker assimiliert. Daher ist die Radioaktivit/~t der 
Stoffwechselprodukte der yon Deckglaskulturen selbst dann  fiberlegen, 
wenn aus wirtschaftliehen Grfinden der t~adiozucker mit inaktivem 
Zucker verdfinnt werden muB. Die Tabelle 5 gibt Durchsehnittswerte 
yon je 2 RShrehen, deren jedes 3 Kulturen enthielt. 

Tabelle 5. A t m u n g  y o n  R o l l e r - K u l t u r e n  als F u n k ~ io n  
der  G lukosemenge .  

Glukosemenge 

Aktiv Gesamt 
(rag) (rag) 

0,002 1,40 
0,002 1,88 
0,002 3,20 
0,002 7,40 

Glukose- 
konzentration 

(%) 

0,070 
0,094 
0,160 
0,370 

Radiokohlen- 
stoff veratmet 

(%) 

16,7 
14,3 

9,6 
8,4 

Glukose 
veratmet 

(rag) 

0,234 
0,269 
0,307 
0,622 

Auch bei Roller.R6hren ist die Glukosemenge, die durch die Enzyme 
des N~hrmediums in Abwesenheit yon Gewebe , ,vera tmet"  wird, im 
Vergleich zu der durch die Kultur  veratmeten Glukosemenge sehr klein 
(Tabelle 6). 

Tabelle 6. , ,Atmung"  des N/~hrmediums in 
Rol l e r -R6hren .  

:Experiment Glukose CO~ erzeugt Bruchteil 
Nr. angeboten (St6Be/~in.) , ,veratmet" 

(St61te/Min.) (%) 

1 
2 

Mittelwert 

2,74. 105 
2,74. 105 
2,74. 105 

530 
660 
595 

0,19 
0,24 
0,22 

Bekannglich bietet die Roller-MeChode gegeniiber der Deckglasmethode 
auger dem vergrSSergen ,,Volumen" des Stoffwechsels noeh weitere 

!M[onatshefte ftir Chemie. Bd. 86/1. 9 
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Vortefle. Die Kulturen sind widerstandsf~higer, was sich besonders bei 
tier Ziiehtung yon Tumoren giinstig auswirkt. Ein weiterer Vortefl besteht 
darin, dab jedes Roller-I~Shrchen gleichzeitig mehrere Kulturen ent- 
h~lt, so dab individuelle Unterschiede bei gemeinsamer Aufarbeitung 
weitgehend ausgeglichen werden. Daher sollen die vergleichenden Unter- 
suchungen iiber den Stoffwechsel yon gesunden und Krebskulturen mit 
Roller.RShren angestellt werden. 

In einer besonderen Versuehsreihe wurde schliel~tich die Atmung der 
Fibroblasten in radioglukosehaltiger isotoner SMzlSsung ohne Zusatz 
yon Embryonalextrakt oder Aszitesfliissigkeit untersucht. Gewebe 
kann in TyrodelSsung eine Weile am Leben bleiben, Zellen kSnnen auch 
wandern, abet eehtes Wachstum findet, wie man glanbt, nicht stat.t. Ver- 
suche wurden nun mit Deckglas- und Roller-Kulturen ausgefiihrt. Die Er- 
gebnisse waren scMecht reproduzierbar; die veratmete Glukosemenge war 
wohl in manchen, aber nicht in allen Versuchsreihen geringer Ms die yon 
Kontrollkulturen in Embryonalextrakt (mit Aszitesflfissigkeit) veratmete 
Menge. Es wurde daher zun~chst vermutet, dub die Kulturen anhaften- 
den EmbryonMextrakt mitschleppten, obwohl sie bei der Uberpflanzung 
in isotoner SMzlSsung gebadet wurden. In einer zus~tzlichen Versuchsreihe, 
bei der die Roller-Kulturen w~hrend einer ,,Vorpassage" einige Tage in 
inaktiver glukosehMtiger L6sung gehMten und darm erst einerseits in 
radioaktive isotone LSsung, anderseits in radioaktiven EmbryonMextrakt 
iiberpflanzt ~arden, konnten jedoeh ebenfalls keine klaren Ergebnisse 
erzielt werden. Es kann daher aus der Gesamtheit dieser Versuche 
gegenwgrtig nur gesehlossen werden, da~ in Abwesenheit yon EmbryonM- 
extrakt betri~chtliche, wenn auch grol]en Schwankungen unterliegende 
Atmung stattfindet. Die Intensit~t der Atmung yon in Embryonal- 
extrakt gehaltenen, besonders gut waehsenden Kulturen wurde allerdings 
ohne EmbryonMextrakt hie erreicht. 

Schliel]lich sei bemerkt, dub die Messung der l%adioaktivit~t des 
von Gewebekulturen naeh Zufuhr markierter Verbindungen gebildeten 
Kohlendioxyds eine leistungsfghige Methode zur ehldeutigen, rasehen 
und empfindlichen Bestimmung darstellt, ob solehe Gewebe Enzyme 
zur Veratmung der betreffenden Verbindungen enthalten. Reihen- 
versuehe in dieser Richtung sind geplant. 
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