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Experimenteller Teil
Acridin-aldehyd-(9)-phenylhydrazon®
Orangerote Kristalle (aus Alkohol) vom Schmp. 229 bis 230° (Zers.).

N-Phenyl-N’-{ 2-carbozy-phenyl j-O- acridyl-( 9} ]-formazan {1}

210 mg Anthranilséure werden in 1 ccm konz. Salzssiure gelost und it
einer konz. Lésung von 150 mg Natriumnitrit bei — 5° diazotiert. Der
Diazoniumlésung wird eine Lésung von 300 mg Acridin-aldehyd-(9)-phenyl-
hydrazon und 500 mg Natriumhydroxyd in 150 cern Methanol bei 0° zuge-
geben. Das Gemisch wird sofort rot. Nach 2 Stdn. wird filtriert und mit
Hisessig angesduert. Auf Zusatz von Wasser fallt die Formazylverbindung I
ans. Aus Alkohol umkristallisiert, rote Kristalle vorn Schmp. 263 bis 264°
(Zers.); Ausbeute 280 mg.

CpH,,0,N; (445,4). Ber. N 15,73. Gef. N 15,30.

Nickelkbomplex (11)

Eine alkohol. Losung von 80 mg der Verbindung I wird mit einer konz.
wifr, Lésung von je 80 mg Nickelsulfat und Natriumacetat versetzt und
einige Minuten auf demm Wasserbad gekocht. Das vom Ungeldsten abfiltrierte
dunkelgriine Filtrat wird eingeengt; beim Abkiihlen scheidet sich der Nickel-
komplex II ab. Schwarzgrime Kristalle, die bei 320° noch nicht schmoizen.

Cy, H;,0,N;Ni (504,1). Ber. N 13,89. Gef. N 14,09, 13,83.

Anwesenheit bestimmter Enzymsysteme in Gewebekulturen
(Kurze Mitteilung.}

Von

H. Persehke, E. Broda und 0. Hofimann-Qstenhof

L. Chemisches Laboratorium der Universitit Wien
und

L. Stoekinger, H. Enzl und . Kellner
Histologisch-Embryologisches Institut der Universitdt Wien.
{Lingelangt am 22. November 1955.)

Kulturen von embryonalen Hishnchenfibroblasten (Extremi-
tdtenmesenchymy} in einem aus Embryonalextrakt und Aszites-
flissigkeit bestehenden Nihrmedium wurden mit radioaktiven
Substraten versetzt, und es wurde geprift, ob radioaktives
Kohlendioxyd erzeugt wird. Dies war bei Verwendung von

* A. Bernthsen und F. Muhlert, Ber. dtsch. chem. Ges. 20, 1548 (1887}, —
M. Seyhon, Rev. Fac. Sci. Unic. Istanbul, Ser. A 17, 308 (1952).
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Glukose, Fruktose, Mannose und Glyzerin als Substrat der
Fall, nicht dagegen bei Verwendung von Saccharose. Es wird
geschlossen, dafi das Gewebe zwar tber Enzymsysteme zur
., Verwertung'* der erstgenannten Stoffe, aber iiber kein System
zur Verwertung von Rohrzucker verfigt.

In fritheren Verdffentlichungen wurde ein Verfahren zur Unter-
suchung des Stoffwechsels von Gewebekulturen beschrieben!: 2 3. Der
Kultur wird am Kohlenstoff markierter Nahrstoff (Glukose) zugesetzt,
und es wird nach Ende einer Periode der Bebriitung festgestellt, welche
markierten Verbindungen gebildet wurden. Besonders eingehend wurde
bisher die Erzeugung radioaktiven Kohlendioxyds in Abhéngigkeit von
den Kulturbedingungen verfolgt®.

Bs wurde bereits kurz darauf hingewiesen, daf dieses experimentelle
Verfahren nicht nur dazu dienen kann, den Stoffwechsel von Knlturen
einer Art unter verschiedenen Bedingungen oder den Stoffwechsel von
Kulturen verschiedener Art zu vergleichen, wobei ein und dasselbe
Substrat (Glukose) verwendet wird, sondern dafl mit seiner Hilfe auch
gepriift werden kann, inwiefern ein Gewebe verschiedene Substrate ver-
werten kann% Aus dem Auftreten von radiosktiven Stoffwechsel-
produkten muf geschlossen werden, daf das betrachtete Gewebe iiber
ein Enzymsystem verfiigt, durch das das Substrat angegriffen wird.

Wir haben nun eine erste Versuchsserie ausgefithrt, durch die fest-
gestellt wurde, ob eine Gewebeart, némlich embryonale Hithnchen-
fibroblasten, Hexosen und Glyzerin angreifen und daraus CO, erzeugen
kann. Das Gewebe stammte von Extremitéten von 8 bis 10 Tage be-
briteten Hithnerembryonen und wurde als Rollerrdhrechenkultur an-
gesetzt. In jedes Réhrchen wurden 2 bis 3 Explantate eingebracht.
Vor Versuchsbeginn wurde die Kultur einige Tage mit Nahrmedium (Gey-
Losung + Embryonalextrakt 4+ menschliche Aszitesflissigkeit 5:1:4)
im Brutschrank bei 37° gehalten, um eine gleichmiBige Reihe von Ge-
webestiicken auswahlen zu kénnen. (Lediglich die Versuche Nr. 5, 6
und 7 der Tabelle 1 wurden nach einer abgeinderten Gewebekultur-
technik?? ausgefiihrt.)

In der gegenwirtigen Versuchsreihe sollte nicht die kennzeichnende
Geschwindigkeit der Verwertung der Substrate bestimmt werden. Dies
wire auch gar nicht moglich gewesen, da die Gewebe verschiedene Grofie

1 0. Suschny, E.Broda, L.Sverck, O.Feldsiein, H. Bilek, L. Stockinger
und H. Madl, Mh. Chem. 83, 1091 (1952).

2 I.. Stockinger, H. Enzl, E. Broda, O. Suschny und L. Sverak, Mhb. Chem.
85, 327 (1954).

2 H. Schinfellinger, B. Broda und L. Stockinger, Mh. Chem. 86, 318 (1955).

4 I, Sverak, O.Suschny, G.Manner, E. Broda, R.Stark, L. Stockinger
und H. Enzl, Mh. Chem. 86, 124 (1955).

43 . Kellner, unverdffentlicht.
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und zweifellos auch verschiedene ,,Vitalitdat aufwiesen. Vielmehr sollte
qualitativ festgestellt werden, ob ein geeignetes Enzymsystem fur die
Verarbeitung eines jeden Substrats tiberhaupt vorhanden ist.

Natiirlich muBte grofiter Wert auf Reinheit des Substrate gelegt
werden. Die Mannose, Saccharose und das Glyzerin wurden aus Harwell
bezogen, wihrend Glukose und Fruktose von uns selbst durch Radio-
photosynthese erzeugt worden waren® (Alle Substrate waren an sdmt-
lichen Kohlenstoffatomen markiert.) Priifung durch Papierchromato-
graphie zeigte, dall die anderen Zucker durch Glukose verunreinigt
waren. Daher wurde in jedem Falle (auch der Glyzerins) eine Reinigung
durch  eindimensionale  Papierchromatographie  (Butanol-Hisessig-
Wasser 4 : 1: 5) ausgefiihrt, der der gewiinschten Substanz entsprechende .
Fleck wurde mit 709, Alkohol eluiert und das Eluat bei niedriger Tem-
peratur (30 bis 35°) im Vakuum unter Durchleiten von Stickstoff ein-
gedampft. Die niedrige Temperatur erwies sich als notwendig, um
Hydrolyse bzw. Umwandlung der Zucker zu vermeiden. SchlieBlich
worde das Substrat in isotonischer Salzlésung aufgenommen. Diese
Lisung mufte, um Zersetzung zu verhindern, kalt (durch Filtration)
sterilisiert werden.

Kontrollchromatographie an einem Teil der fertigen Losung ergahb
dann véllige Reinheit, insbesondere im Falle der anderen Zucker Ab-
wesenheit von Glukose. 1%, Glukose in den anderen Substraten wire
noch nachweisbar gewesen.

Das experimentelle Verfahren war das gleiche wie bei der Unter-
suchung der Atmung von Rollerkulturen bei Zufuhr von Radioglukose?.
Die Nahrldsung (zirka 1 cm?3) war ebenso zusammengesetzt, wie oben
beschrieben, nur wurde natiirlich zuckerfreie Gey-Lésung verwendet,
anderseits aber radioaktives Substrat zugefiigt. Um uns von der Lebens-
fihigkeit der Kulturen zu iiberzeugen, wurde innerhalb jeder Serie ein
Kontrollversuch angestellt, bei dem als Substrat entweder reine radio-
aktive QGlukose oder eine Mischung dieser Glukose mit der zu unter-
suchenden Verbindung verwendet wurde. In jedem Kontrollversuch
wurde starke Aktivitit des CO, nachgewiesen, doch sind diese Werte
nicht in die. Tabelle 1 aufgenommen.

Die Aktivitit des CO, wurde wieder mit Hilfe des Gas-Geiger-Zihl-
rohres gemessen®. In Tabelle 1 sind die durch eine gleiche Ziffer, aber
verschiedene Buchstaben bezeichneten Einzelversuche gleichzeitig, also
als Serie angestellte Parallelversuche. Die ,,Blindwerte” (Spalte 5)
wurden beim Bebriiten des Nihrmedinms mit Substrat, aber in Abwesen-
heit von Gewebe erhalten; sie fallen niemals ins Gewicht.

> L. Sverak, O. Suschny und E. Broda, Mh. Chem. 84, 931 (1953).
¢ K. Brode und @. Rohringer, Z. Elektrochem. 54, 634 ( 1954},
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Tabelle 1. Aktivitdt des Kohlendioxyds.

R N R
‘P l o ! ‘ Mittlerer
i in - | Ein- BI . Umsatz
Versuch ) | Blindwert = Gewebeleistung
N st SR Siivises |(S08/MIn | Stobein | 08 S
@) | (Stopeuin)| 0 €02 | im €Oy Aktivitis
[ { | [ im Co,)
| | ) |
1 A,B,C | Mannoge | 22  3,3-10° 33 22, 39 1780; 1130; 0,55
| | ! 2540
2 A, B, C | Mannose \ 17,6 ] 2,7-105 21; 9 | 1030; 2010; 0,73
! : l ‘ 2920 :
3 A,B,C  Saccharose | 0,5 8,3-10* ) 0; 33 | 13; 20; 3 < 0,01
4 A,B,C| Saccharose = 0,3 | 5,010t | 13; 13 ' 14;14; 9 | <0,02
5 A, B, C| Saccharose 1,0 | 1,7 - 105 ¢ 15 ¢ 46; 39; 59 ’ 0,02
6 A, B, C| Fruktose ‘ 1,2 | 3,6 - 10% . 59 640; 1340 0,28
7 A, B, C| Fruktose , 0,6 {1,8-10° 17  1030; 880; | 0,50
‘ 1030; 720
B

Glyzerin ‘ 24

@
s

5,9 -10° . 50  18700; 13660 ; 2,74

Unsere Ergebnisse stehen mit denjenigen von Harris und Kufsky”
im Einklang. Die genannten Autoren, die keine markierten Substrate
verwendet haben, berichten, daB ihre Hihnerherzfibroblasten in
dialysierten Medien imstande sind, sowohl auf Glukose und Mannose
als auch — wenngleich wesentlich langsamer -— auf Fruktose zu wachsen
und Milehsiure zu bilden.

Es wird heute allgemein angenommen, dafi filr die Teilnahme von
Zuckern am tierischen Stoffwechsel die erste Bedingung die Bildung
phosphorylierter Monosaccharide ist. Diese werden dann auf verschie-
denen Wegen -— HEmbden-Meyerhof-Abbau mit folgender Oxydation
iber den Citronensiurezyklus oder oxydativer Hexosenmonophosphat-
abbau — weiter bis zum Kohlendioxyd abgebaut.

Unsere Versuche zeigen nun, daB die Fibroblasten wohi imstande
sind, aus Glukose, Mannose, Fruktose und Glyzerin stoffwechselfihige
Zwischenprodukte zu bilden, die der Weiteroxydation anheimfallen,
wihrend dies bei Saccharose nicht der Fall ist. Sie enthalten also
Phosphorylierungsmechanismen fiir Glukose, Mannose, Fruktose und
Glyzerin, wobei als Zwischenprodukte Glukose-6-phosphat, Fruktose-6-
phosphat, Mannose-6-phosphat und «-Glyzerinphosphat zu postulieren
wiren. '

Bei der Beurteilung der Zahlenwerte der Spalten 3 und 7 der
Tabelle 1 ist zu bedenken, dafi die Nihrlgsung neben den zugesetzten
radioaktiven Substraten stets vom Embryonalextrakt und der Aszites-

? M. Harris und P. Kutsky, J. Cell. Comp. Physiol. 42, 449 (1953).
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fliissigkeit her eine viel grofere Menge nicht radioaktiver Glukose ent-
hielt, die mit den radioaktiven Substraten in Konkurrenz treten konnte.

Die Unfshigkeit der Fibroblastenkultur zur Veratmung von Saccharose
18t sich wohl damit erkliren, daf3 saccharosespaltende Fermente —
beim Tier wohl ausschlieBlich «-Glucosidasen — in hoheren Tieren weit-
gehend in spezialisierben Organen, vor allem im Verdauungstrakt,
lokalisiert sind®.

Diese Untersuchung wurde durch eine Subvention des Jane Coffin
Childs Memorial Fund for Medical Research, dem wir unseren Dank
aussprechen, grolziigig gefordert.

Uber eine einfache Herstellung von P®-markiertem
Adenosintriphosphat

{(Kurze Mitteilung)

Von

0. Gabriel, A. Klima { und 0. Hoffmann- Ostenhof
Aus dem I. Chemischen Laboratorim der Universitdt Wien
(Eingelarngs am 28. Dezember 1955)

Im Verlauf unserer Arbeiten ergab sich die Notwendigkeit, in
Fermentversuchen ein am Phosphat markiertes Adenosintriphosphar
{ATP) einzusetzen. Zur Herstellung soleher Priparationen sind bisher
drei Methoden beschrieben worden. Nach Dounce und Mitarbeitern!
wird einem Kaninchen intravends eine Dosis radioaktiv markiertes
Orthophosphat injiziert; darauf wird das Tier 30 Min. lang in der Weise
einer grolleren Anstrengung ausgesetzt, dafl man es in einer mit Wasser
gefilllten Wanne schwimmen 148t; schlieBlich wird das Kaninchen nach
21/, Stdn. Ruhepause getétet und nach der von den Autoren ausge-
arbeiteten Methode auf ATP aufgearbeitet. Hems und Bartley® beniitzen
eine atmende Suspension aus Hammelherzmuskel, der sie nicht markiertes
ATP und radioaktives Orthophosphat zusetzen. Dabei findet ein sehr
roscher Austauseh zwischen den beiden terminalen Phosphatresten des
ATP und dem Orthophosphat statt. Mit Hilfe dicser Methode lassen
sich kleine Mengen einer sehr aktiven ATP-Priiparation erzeugen; aller-

8 Vgl. C. Neuberg und I. Mandl, in ,,The Enzymes*, herausgegeben von
J. B. Sumner und K. Myrback, Bd. I/1, 8.551. New York. 1950,

1 4. L. Dounce, A. Rothstein, G. T. Beyer, R. Meier und R. M. Freer,
J. Biol. Chem. 174, 361 (1948).

2 R. Hems und W. Bartley, Biochemic. J. 535, 434 (1953).



