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Werden embryonale Rattenfibroblasten in serum­
freiem Medium inkubiert, so steigt der intrazelluläre 
cAMP-Spiegel beträchtlich 1, und die Zellen häufen 
sich in der Gi-Phase des Zellzyklus a n 2. Nach Zu­
gabe von fötalem Kälberserum fällt innerhalb von 
10 min die cAMP-Konzentration um den Faktor 5 
a b 1; die Zellen beginnen dann etwa 15 Stdn. später 
mit der DNA-Synthese.

Für den Mechanismus der Stimulierung ist von 
großer Bedeutung, ob die rasche Abnahme der intra­
zellulären cAMP-Konzentration auf einem beschleu­
nigten Abbau innerhalb der Zellen beruht, oder ob 
das cyclische Nukleotid infolge von Membranver­
änderungen ins Kulturmedium abgegeben wird. In 
der vorliegenden Mitteilung wird gezeigt, daß eine 
bevorzugte Abgabe ins Medium nicht den raschen 
Abfall des cAMP-Gehaltes erklären kann.

Die Kulturen embryonaler Rattenfibroblasten wur­
den angelegt, wie bereits früher beschrieben wurde 3. 
Fü r die Versuche wurden die Zellen in Plastik-Kul- 
tursdiälchen (Falcon Plastics, 6 0 /1 0  mm) in einer 
Konzentration von 1 -1 0 6 Zellen pro Schälchen aus­
gesät und 2 4  Stdn. in einem modifizierten Eagle-Me­
dium 4 unter Zusatz von 10% Kälberserum ange­
züchtet (5 ml Medium pro Schälchen, mit Wasser-ge­
sättigter 0 2/C 0 2-Atmosphäre begast). Nach Medium­
wechsel wurden die Kulturen weitere 2 4  Stdn. in serum­
freiem Medium gehalten, dann in jedes Schälchen 5 /j\ 
3H-Adenosin (1 mCi/ml, spez. Akt. 16 ,2C i/m M ol; 
NEN) pipettiert und die Zellen weitere 2 Stdn. inku­
biert. Das Medium wurde abgesaugt, und die eine 
Hälfte der Kulturen erhielt je Schälchen 3 ,0  ml 
Eagle-Medium, die insgesamt 0 ,2  mg kaltes cAMP  
sowie 0 ,2  /A  2-14C-cAMP (0 ,lm C i/m l; spez. Akt.
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52 ,5  mCi/mMol; NEN) enthielten; die andere Hälfte 
wurde zusätzlich durch 10% Kälberserum stimuliert. 
In der angewandten Konzentration hat das cAMP im 
Kulturmedium keinen Einfluß auf die Stimulierbar- 
keit der Zellen durch Serum 5. Das Medium wurde 
nach 30  min abgegossen und aufgearbeitet, wie wei­
ter unten beschrieben. Zu den Zellen wurden je 
Schälchen 3 ,0  ml eiskalte 7-proz. Perchlorsäure- 
Lösung gegeben, die insgesamt ebenfalls 0 ,2  mg kal­
tes cAMP sowie 0 ,2 ^ 1  2 -14C-cAMP (0 ,lm C i/m l; 
spez. Akt. 5 2 ,5  mCi) enthielten. Die Extrakte von 
jeweils 3 Schälchen, die mit bzw. ohne Serum für 
3 0  min inkubiert worden waren, wurden vereinigt 
und mit KOH neutralisiert. Das ausgefallene Kalium­
perchlorat wurde abzentrifugiert, der Uberstand im 
Vakuum-Exsikkator über P 20 5 eingeengt und nach 
Zentrifugieren auf PEI-Zelluloseplatten (F a . Merck, 
Darmstadt) aufgetragen; die PEI-Zelluloseplatten 
waren zuvor mit bidestilliertem W asser gewaschen 
worden. Die Chromatogramme wurden in einer 
feuchtigkeitsgesättigten Kammer mit 0 ,3  M wäßriger 
LiCl-Lösung entwickelt, bis die Lösungsmittelfront 
den oberen Plattenrand erreicht hatte i . Die cAMP- 
enthaltende Bande wurde unter UV-Licht sichtbar 
gemacht, ausgekratzt und mit 1 ,0  ml heißer 7-proz. 
Trichloressigsäure extrahiert. Die Radioaktivität in 
0 ,5  ml des Extraktes wurde in 5 ,0  ml dioxanhaltiger 
Zählerflüssigkeit im Packard-Szintillationszähler, 
Model 3 3 7 5 , ermittelt. Die Kanaleinstellung wurde 
so gewählt, daß weniger als 0,1%  der 3H-Aktivität 
im 14C-Kanal und 20% der 14C-Aktivität im 3H- 
Kanal gemessen wurden; die Ergebnisse wurden ent­
sprechend korrigiert.

Die Kulturmedien von je 3 Schälchen (mit und 
ohne Serum nachinkubiert) wurden ebenfalls ver­
einigt. Das cAMP wurde durch aufeinanderfolgende 
Absorptionen an Dowex 2 und Dowex 5 0 6 vorge­
reinigt; das Dowex-50-Eluat wurde im Vakuum-Ex­
sikkator über P 20 5 eingeengt und der Rüdestand auf 
PEI-Zelluloseplatten weiter aufgetrennt, wie für die 
Perchlorsäureextrakte beschrieben wurde.

Tab. I. Verhältnis 3H-cAMP/14C-cAMP im Kulturmedium und 
Perchlorsäure-Extrakt von embryonalen Rattenfibroblasten, 
die 24 Stdn. in serumfreiem Medium vorinkubiert, dann für
2 Stdn. mit 3H-Adenosin markiert und für 30 min mit bzw. 
ohne Serum nachinkubiert worden waren. Dem Kulturmedium 
(während der 30 min Stimulierung) und der Perchlorsäure 
für die Extraktion waren jeweils gleiche Mengen kaltes cAMP 

und 14C-cAMP zugesetzt worden.

Inkubation Verhältnis 3H /14C-Aktivität 
[30 min] cAMP cAMP

des Kulturmediums des Zellextraktes

-f- Serum 0,72 7,1
-  0,72 25,4
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Das Ergebnis eines typischen Experimentes ist in 
Tab. I aufgefiihrt. Da stets gleiche Mengen 14C- 
cAMP dem Kulturmedium bzw. der Perchlorsäure 
zugesetzt wurden, sind die 3H /14C-Quotienten den 
3H-cAMP-Konzentrationen direkt proportional. Hier­
aus ergibt sich, daß 3 0  min nach Stimulierung durch 
Kälberserum die 3H-cAMP-Konzentration in den 
Zellen nur noch 28%  des Kontrollwertes, bei dem 
die Zellen in Medium ohne Serum inkubiert wurden, 
beträgt.

Von den nicht stimulierten Zellen wurden während 
der 3 0  min weniger als 3% des intrazellulären 3H- 
cAMP ins Kulturmedium abgegeben. Dieser Wert 
erhöhte sich bei den stimulierten Zellen nicht.
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Aus 3 verschiedenen Experimenten ergaben sich 
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cAMP-metabolisierenden Enzymsystems (Phospho- 
diesterasen und Adenylatcyclase).
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