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ExperimenteUer Tell 

A cridin-aldeh yd-( 9 ) -phen ylh ydrazo~, ~ 

Orangero~e ~ris~alle (aus AlkohoI) veto Schmp. 229 bis 230: (Zers,). 

~-Phenyl-N'-[2.carboxy.phenyl]-C-[acridyl-(9)]-for~azan (I)  

210 mg Anthranils~ure werden in 1 ccm konz. Salzs/iure gelSst und mit  
einer konz. L6sung von 150rag Natr iumnitr i t  bei - - 5  ~ diazotiert. I)er 
Diazoniumlbsung wird eine L6snng yon 300 mg Aeridin-aldehyd-(9)-phenyL 
hydrazon und 500 mg Natriurnhydroxyd in 150 ecru Methanol bei 0 ~ zuge~ 
geben. I)as Gemisch wird sofort rot. Nach ~ Stdn. wird ffltriert und mit, 
Eisessig anges~iuert. Auf Zusatz yon ~u f~llt die ~o~wtazytverbi~ung 7 
aus. Aus Alkohol umkrista]lisiert, rote l(ristalle yore Schmp. 263 his 264 ~ 
(Zers.); Ausbeu~e 290 rag. 

C~I~I~O~N~ (445,4). Ber. Ig 15,73. Gel. N 15,30. 

:V ickeIkornpte.v ( f  D 

Eine alkohol. L4sang yon 80 mg der Verbind~mg I wh~d mi~. emer konz. 
w~l]r. L6sung yon je 89 mg :Nickelsulfa~ und Natr iumacetat  verse~zt und 
einige Minu~en auf dem V~asserbad gekoeh~. ])as veto lJngelSs~en abffltriert, e 
dunkelgrfine Fi l t ra t  wird eingeengt; beim Abkiihlen scheidet sieh der ~-ickel- 
}~omplex I I  ab. Sehwarzgriine .Kristalle, die bei 320 ~ noeh nicht sehmelzen. 

C~7141702:N~Ni (504,1). Bet. N 13,89. Gef. N 14,09, 13,83. 

Anwesenheit bestimmter Enzymsysteme in Gewebeknltt~ren 

( K u r z e  Mi~ te i lung .}  

Von 

It. Perschke, E. Broda und 0. Hoffmann-0s~enhof 

I. Chemisches Labora~orium der C~niversit~iV Wie~ 

und 

L. Stoekinger, H. Enzl und ~.  Kellner 

Histologiseh-Embryologisches Inst i tut  der Universit~t YVien. 

(Eingdangt am 22. November 7955.) 

Kulturen yon embryonaIe~ t~/ihnchenfibroblasten (Extremi- 
t/i tenmesenehym) in einem aus Embry0nalextrakg und Aszites- 
fliissigkeit bestehenden N:4hrmedium wua'den mit  radioaktiven 
Substraten versetzb, und es wurde geloriift , ob radioaktives 
Kohlendioxyd erzeug~ wird. ]Dies war bei Verwendung yon 

A. Bernthsen und F.  iFI'uhlert, Ber. dtseh, chem. Ges. 20, 1548 (1887). - -  
M. Sefhan,  l~ev. Fae. Sci. Unie. istanbul,  Ser. A 17, 309 (1952). 
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Glukose, Fruktose, 3~annose und Glyzerin Ms Substrat tier 
Fall, nicht dagegen bei Verwendung yon Saccharose. Es wird 
geschlossen, dab dgs Gewebe zwar fiber Enzymsysteme zur 
,,Verwertung" der erstgenannten Stoffe, aber fiber kein System 
zur Verwertung yon 1%ohrzueker verffigt. 

In  frfiheren Ver6ffentlichungen wurde ein Veffahren zur Unter- 
suchung des Stoffwechsels yon Gewebekulturen beschrieben 1, 2, a. Der 
Kul tur  wird am Kohlenstoff markier ter  Ni~hrstoff (Glukose) zugesetzt, 
trod es wird naeh Ende einer Periods der Bebriitung festgestellt, welehe 
markier ten Verbindungen gebildet wurden. Besonders eingehend wurde 
bisher die Erzeugung radioM<tiven Kohlendioxyds in Abh~ngigkeit yon 
den Kulturbedingungen verfolgt 4. 

Es wurde bereits kurz dai'auf hingewiesen, dai] dieses experimentelle 
Verfahren nieht nur  d~zu dienen k~nn, den Stoffweehsel yon Knl turen 
einer Ar t  unter  versehiedenen Bedingungen oder den Stoffweehsel von 
Kulturen verschiedener Art  zu vergleiehen, wobei sin und dasselbe 
Substrat  (Glukose) verwendet wird, sondern dab mit  seiner Hilfe auch 
geprfift werden kann, inwiefern ein Gewebe versehiedene Substrate ver- 
werten kann ~. Aus dem Auftreten yon radioaktiven Stoffweehsel- 
produkten muB geschlossen werden, dab das betraehtete Gewebe fiber 
eh~ Enzymsys tem verfiigt, dureh das das Substrat  angegriffen wird. 

Wir haben nun eine erste Versuchsserie ausgefiihrt, dureh die fest- 
gestellt wurde, ob eine Gewebeart, ni~mlich embryonale ttfihnehen- 
fibroblasten, Hexosen und Glyzerin angreifen und daraus CO~ erzeugen 
kann. Das Gewebe s tammte  yon Extremit/~ten yon 8 bis 10 Tage be- 
brfiteten Hfihnerembryonen und wurde Ms Rollerr5hrehenkultur an- 
gesetzt. In  jedes RShrehen wurden 2 bis 3 Explantate  eingebracht. 
Vor Versuchsbeginn wurde die Kul tur  einige Tage mit  N/~hrmedium (Gey- 
LSsung d- Embryonalext rak t  -k mensehliehe Aszitesflfissigkeit 5 : 1 : 4) 
im Brutschrank bei 37 ~ gehalten, um eine gleichm~gige Reihe yon Ge- 
webestficken ausw~hlen zu kSrmen. (Lediglich die Versuche Nr. 5, 6 
und 7 der Tabelle 1 wurden nach einer abgeanderten Gewebekultur- 
technik aa ausgeffihrt.) 

In  der gegenwartigen Versuchsreihe sollte nicht die kennzeiehnende 
Geschwindigkeit der Verwertung der Substrate best immt werden. Dies 
w/~re aueh gar nicht mSglich gewesen, da die Gewebe versehiedene GrSge 

1 0 .  Suschny, E. Broda, L. Sverak, O. Feldstei~, H. Bitek, L. Stockinger 
und H. Madl, Mh. Chem. 88, 1091 (1952). 

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

a H. SchSnJellinger, E. Broda und L. Stockinger, Mh. Chem. 86, 318 (1955). 
4 L. Svera]c, O. Suschny, G. Manner, E. Broda, R. Stark, L. Stoct~inger 

und H. Enzl, Mh. Chem. 86, 124 (1955). 
4a G. Kellner, unver6ffentlicht. 
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und zweifellos auch versehiedene , ,Vitali t~" aufwiesen. ViMmehr solite 
qualitativ festgestellt werden, ob Bin geeignetes Enzymsystem ftir die 
Verarbeitung tines jeden Substrats iiberhaup~, vorhanden ist. 

Natiirlich muBte grSBter Wert auf Reinheit des Substrate gelegt 
werden. Die Mannose, S~ceharose und das Glyzerin wurden aus H~rwell 
bezogen, w/~hrend Glukose und Fruktose yon uns selbst durch l~adio- 
photosynthese erzeugt worden w~ren 5. (Aile Substrate waren an si~mt- 
lichen Kohlenstoffatomen markiert.) Priifung dureh Pz~pierchromato- 
graphie zeigte, dal~ die anderen Zucker dutch Glukose verunreinigt 
waren. Daher wurde in jedem Falle (auch der Glyzerins) eine Reinigang 
dureh eindimensionale Papierehromatographie (Butanol-Eisessig- 
]~asser 4 : 1 : 5) ausgeffihrt, der der gew/inseh~en Subst~nz en~sprechende 
Fleck wurde mit 70% Alkohol eluiert und das Eluat  bei niedriger Tem- 
peratur (30 his 35 ~ im Vakuum unter  Durchleiten yon Stieks~off ein- 
gedampft. Die niedrige Temperatur erwies sich als notwendig, um 
Hydrolyse bzw. Umwandlung der Zucker zu vermeiden. Schliegiieh 
wurde das Substrat in isotoniseher SalzlSsung aufgenommen. Diese 
LSsung mul3te, um Zersetzung zu verhindern, kalt (durch Filtration) 
sterilisiert werdem 

Kontrollehromatographie an einem Teil der fertigen LSsung ergab 
dann v611ige l_~einheit, insbesondere im ~alle der anderen Zueker Ab- 
wesenheit yon Glukose. 1 ~o Glukose in den anderen Substraten wgre 
noeh nachweisbar gewesen. 

Das experimentelle Verfahren war das gleiche wie bei der Unter- 
suehung der Atmung yon I~ollerkulturen bei Zufuhr yon Radioglnkose 4. 
Die N~hrlSsung (zirka 1 cm a) war ebenso zusammengesegzL wie oben 
beschrieben, nur wurde natiirlieh zuckerfreie Gey-LSsung verwendet, 
anderseits aber radioaktives Subs~rat zugef/igt. Um uns yon der Lebens- 
f~higkeit der Kulturen zu iiberzeugen, u~urde innerhalb jeder Serie ein 
Kontrollversuch angestellt, bei dem als Subs~rat entweder reine radio- 
aktive Glukose oder eine Misehung dieser Glukose mig der zu unter- 
suchenden Verbindung verwendeg wurde. In jedem Kontrollversuch 
wnrde starke Aktivit/~t des CO e nachgewiesen, doeh sind diese Werte 
nieht in die Tabelle 1 aufgenommen. 

Die Aktivit~t des COs wurde wieder mit Hilfe des Gas-Geiger.Zghl- 
rohres gemessen s. In Tabelle 1 sind die durch eine gleiche Ziffer, aber 
verschiedene Bnehstaben bezeichneten Einzelversnche gleichzeitig, also 
Ms Serie angestellte ParMlelversuehe. Die ,,Blindwerte" (Spalte 5) 
wurden beim Bebrtiten des N/~hrmediums mit Substrat, abet in Abwesen- 
heir yon Gewebe erhalten; sie fallen niemals ins Gewich~. 

L. Sverak, O. Suschny und 2J. Broda, Mh. Chem. S~, 931 (1953). 
E. Broda und G. Rohringer, Z. Elektrochem. 54, 634 (1954). 
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Tabelle I. Aktivit/ib des Kohlendioxyds. 

Versueh 
~r. Substrat 

i A,B,C 

2 A, B, C 

3 A, B, 
4 A, B, 
5 A,]3,  
6 A , B ,  
7 A, ]3, 

t 
i 7 

Marmose 

Manno~e 

C Saecharose 
C Saccharose 
C Saccharose 
C Fruktose  
C :Fruktose 

~ i n  - 

g e s e t z t e  

kfenge 
(r) 

22 

~ittlerer 
Ein- Umsatz "z" , Blindwert Gewebeleistung gese~ ~e . ~ (% der . . . .  L ~StSi]e/~in ' (St61]e/~in Akttvl~at . I . eingese~z~en lm COJ I im C02) (St6~e/~in) Akti~it~t i 

! [ im CO~) 

3,3. 10 s i33,22,3~. ,~ 1780; 1130; 0,55 
2540 

8 A, B ] Glyzerin 

17,6 

0,5 
0,3 
1,0 
1,2 
0,6 

24 

2,7 - 105 21; 9 

8,3.104 
5,0 10 ~ 
1,7 �9 10 ~ 
3 ,6 .10  ~ 
1,8.105 

5,9.105 

0; 33 
13 ; 13 

15 
59 
17 

50 

1030; 2010; 0,73 
2920 

13; 20; 3 < 0 , 0 1  
14; 14; 9 I<0 ,02  

46; 39; 59 1 0,02 
640; 1340 0,28 
1030; 880; i 0,50 
1030 ; 720 

18700; 1 3 6 6 0  2,74 

Unsere Ergebnisse stehen mit  den]enigen yon Harris und K u t s k y  7 

im Einklang. Die genannten Autoren, die keine markier ten Substrate 
verwendet haben, berichten, dab ihre Hiitmerherzfibroblasten in 
dialysierten Medien imstande sind, sowohl auf Glukose und Mannose 
als auch - -  wenngleich wesentlich langs~mer - -  auf Fruktose zu wachsen 
und Milchsi~ure zu bilden. 

Es  wird  heu te  a l lgemein  angenommen,  daB ffir d ie  Te i lnahme yon  
Zuckern  a m  t ie r i schen  Stoffwechsel  die e rs te  Bed ingung  die Bi ldung  
phosphory l i e r t e r  Monosaechar ide  ist .  Diese werden  d a n n  auf verschie-  
denen W e g e n  - -  Embden-Meyerhof-Abbau m i t  fo]gender O x y d a t i o n  
fiber den  Ci~ronens~urezyklus oder  o x y d a t i v e r  Hexosenmonophospha t -  
a b b a u  - -  we i t e r  bis  zum K o h l e n d i o x y d  abgebau t .  

Unsere  Versuche zeigen nun,  dab  die F i b r o b l a s t e n  wohl  ims t ande  
sind, aus Glukose,  Mannose,  F r u k t o s e  und  Glyzer in  stoffwechse]f~thige 
Zwischenproduk te  zu bi lden,  die der  W e i t e r o x y d a t i o n  unheimfal len,  
w~hrend  dies be i  Saccharose  n ich t  der  Fa l l  ist .  Sie en thMten  also 
Phosphory l i e rungsmechan i smen  f ib  Glukose,  Mannose,  F r u k t o s e  und  
Glyzer in ,  wobei  als Zwischenproduk te  Glukose-6-phosphat ,  F r u k t o s e - 6 :  
phospha% Mannose-6-phospha t  und  a - G l y z e r i n p h o s p h a t  zu pos tu l i e ren  

w~ren.  
Bei  der  Beur t e i lung  der  Zahlenwer te  de r  Spa l t en  3 u n d  7 der  

Tabel le  1 i s t  zu bedenken ,  dub die ~ h r l S s u n g  neben  den  zugese tz ten  
r a d i o a k t i v e n  Subs t r~ t eu  s~ets yore  E m b r y o n a t e x ~ r a k t  und  der  Aszi tes-  

7 M. Harris und P. Kutsky,  J. Cell. Corap. Physiol.  42, 449 (1953). 
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flfissigkeit her sine viel gr513ere Menge nieh~ radioaktiver  Glukose en~- 
hielt, die mit  den radioak~iven Substragen in Konkurrenz treten konnte. 

Die Unf~higkei8 der Fibroblas~enkul~ur zur Veratmung yon Saceharose 
1/~13~ sieh wohl damit  erld~ren, dab saecharosespMtende Fermen~e - -  
beim Tier wohl aussehlieBlieh c~-Glueosidasen - -  in hSheren Tieren weit- 
gehend in speziMisierten Organen, vor aliem im Verdauungstrsokt, 
tokalisiert sind s. 

Diese Untersuehung wurde dureh eine Subvenf0ion des Jane  Coffin 
Childs Memorial Fund for )/IedicM Research, dem wir unseren Dank 
aussprechen, groBzfigig gefSrdert. 

~ber eine einfache Iterstellung yon P~-markiertem 
Adenosintriphosphat 

(Kurze  Migte i lung)  

Yon 

O. Gabriel, A. Klima r und O. Hoffmann-Ostenhof 

Aus dem I. Chemischen Laboratorinm der ~Jniversit/~t ~Vien 

(Eingelangt a,m 28, Dezember t955j 

I m  Verlatd unserer Arbeiten ergab sich die Notwendigkeit, in 
Fermentversuchen ein am Phospha~ markiertes Adenosintriphosphar 
(ATP) einzusetzen. Zur Herstellung solcher Pr~parationen sind bisher 
drei Methoden beschrieben worden. Nach Dounce und Mitarbeitern~ 
wird ehlem Kaninchen int, ravenSs eine Dosis radioaktiv markierLes 
Orthophospha~ injizierL; darauf wird das Tier 30 MAn. la, ng in der Weise 
einer gr6Beren Anstrengung ausgesetz~, dN3 man es in einer rail Wasser 
geftillten Wanne sehwimmen lggt; sehlieglieh wird das Kaninchen nach 
21/2 Stdn. Rnhepause get6te~ und naeh der yon den Autoren ausge. 
~rbeiteten Methode auf ATP aufgearbeitet. Hems and Bartley ~ benfitzen 
sine a.tmende Suspension aus Hammelherzmuskel,  tier sis nieh~ markiertes 
ATP und radioaktives Orthophosphat zusetzen. Dabei finder ein sehr 
raseher Austausch zwisehen den beiden termh~Men Phosphatresten des 
ATP and  dem Or thophosph~ start. ~lig HiKe dieser Methode Iasseu 
sieh kleine Mengen einer sehr aktiven ATP-Prgparat ion erzeugen; Mler- 

s Vgl. C. Neuberg und I.  IViandl, in ,,The Enzymes", herausgegeben yon 
J. B. Sumner und K.  Myrb~ck, Bd. I / I ,  S. 551. New York. 1950. 

1 A.  L. Bounce, A.  Rothstein, (7. T. Beyer, R. Meier und R. 2/_[. 2"ree~', 
J. Biol. Chem. 174, 36i (i948). 

s R. Hems und W. Bartley, Bioehemie. J. ,58, 434 (1953). 


