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Activated Charcoal

The addition o f  an adsorbent (activated charcoal) to p lant cell suspension cultures often 
decreases the growth rate, in a tobacco cell culture accom panied by alterations o f protein content 
and cell size. All these effects can be reversed in part or even totally after p re treatm en t o f the 
adsorbent with phytohorm ones.

Einleitung

Bei vielen G elegenheiten ist G ew ebekulturen das 
A dsorbens Aktivkohle (AC) zugesetzt worden, so 
zur W achstum sverbesserung von A ntherenkulturen  
und zur Stim ulierung von Em bryogenesen. Die AC 
adsorbiert aus den M edien Substanzen, die von den 
kultivierten Zellen produziert und abgegeben wer­
den und dann Entwicklungsvorgänge hem m en [1-3]. 
Beim Verfahren der A dsorbenskultur [4] wird das 
Adsorptionsverm ögen der AC sogar zur G ew innung 
sekundärer Pflanzenstoffe ausgenutzt.

D er Zusatz von AC zu Z ellkulturm edien birgt 
jedoch  stets auch die Gefahr, daß wichtige Bestand­
teile der verwendeten M edien adsorbiert werden.

So konnte gezeigt werden, daß AC eine Reihe von 
Substanzen adsorbiert, die für eine anhaltende Zell­
verm ehrung der m eisten Zellkulturen unentbehrlich 
sind (Vitamine. Phytohorm one) und dam it W achs­
tum  und Entwicklung einer Zellkultur negativ be­
einflußt [5, 6].

D ieser Nachteil eines AC-Zusatzes kann sich be­
sonders bei solcher K ultur bem erkbar m achen, bei 
der die AC über eine längere Z eitspanne in der 
Zellsuspension verbleiben muß. dam it sie au f  dem 
Wege einer G leichgewichtsbeladung Stoffwechsel­
produkte der kultivierten Zellen adsorbiert [4], Es 
w urde daher versucht. AC durch Inkubation  mit 
Phytohorm onen und V itaminen so m it diesen 
Substanzen anzureichern, daß nach Zusatz der so
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vorbehandelten AC zum K ulturm edium  Abwei­
chungen von der N orm alkultur einer phytohorm on- 
heterotrophen Tabaksuspension möglichst gering 
werden.

Material und Methoden

1. S tam m kultur  w ar eine Suspensionskultur von 
Nicotiana tabacum  L. cv. M aryland. Sie wurde 
routinem äßig in einem  M S-M edium m it 1 mg • l-1 
a-N aphtylessigsäure (NAA) und 0.03 mg • l -1 K ine­
tin (KIN) kultiviert [7], K ulturbedingungen: 25 °C, 
Dunkel, Schüttlerfrequenz 100 U • m in -1; w öchent­
liche Passage von 4 ml K ultur zu 20 ml frischem 
M edium in 200-m l-Flaschen.

2. Vorbehandlung der A C m it Phytohormonen  
und Vitaminen

In der Regel w urde jeweils 1 g AC (granuliert;
2.5 mm 0 ;  Merck, D arm stad t) mit 100 ml Lösung 
von M S-M akroelem enten inkubiert, die je  nach 
Fragestellung verschiedene K onzentrationen von 
NAA u n d /o d e r KIN enthielt. Vitam ine w urden in 
der lOOfachen N orm alkonzentra tion  des MS-Me- 
dium s angeboten. Inkubationsbedingungen: pH 5,8; 
2 1 h  bei 25 °C; D unkel, Schüttlerfrequenz 
100 U • m in-1.

Bei o rientierenden Versuchen mit einzelnen 
Phytohorm onen w urden w ährend der Inkubations­
zeit zu verschiedenen Z eiten  Lösungsproben ent­
nom m en und au f  restlichen Phytohorm ongehalt 
untersucht. Die Phytohorm ongehalte wurden
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spektralphotom etrisch bei 281 nm (NAA) oder
266 nm (KIN) bestim m t. Bei solchen M essungen 
zeigt sich, daß die H orm one rasch aus der Lösung 
verschwinden und von der AC gebunden werden. 
Die Substanzabnahm e in der Lösung folgt einer 
typischen A dsorptionsisotherm e. Nach 6 h In k u b a­
tion sind bereits m ehr als 99% der angebotenen 
(50 m g- l-1) NAA oder m ehr als 90% des angebo­
tenen ( 2 0 m g - r 1) KIN verschwunden. Eine m ehr 
als 20-stündige B ehandlungsdauer sollte danach zur 
Gleichgewichtsverteilung der H orm one zwischen 
AC und Lösung führen.

Entsprechend w urde in weiteren Experim enten 
AC für 2 1 h  mit H orm onen in M S-M akroelem ent- 
Lösung inkubiert, anschließend 4m al kurz mit glei­
cher Lösung gewaschen und w ieder in gleiche 
Menge horm onfreie M akroelem ent-Lösung über­
führt. U nter den beschriebenen Inkubationsbe­
dingungen ist die E instellung einer neuen G leich­
gewichtsverteilung der Phytohorm one zwischen der 
zuvor beladenen AC und der frischen Lösung nach
8 h erreicht, wie die photom etrische Bestim m ung 
der H orm onkonzentrationen in der Lösung im Ver­
gleich zu Eichkurven zwischen 0,5 und 50 mg • l-1 
ergab. Für KIN-AC stellte sich in der frischen 
Lösung die ursprüngliche G leichgew ichtskonzentra­
tion wieder ein, w ährend für NAA etwa die Hälfte 
der ursprünglichen K onzentration gem essen w erden 
konnte. Es ist also dam it zu rechnen, daß ein Teil 
der NAA irreversibel an AC gebunden wird oder 
einen U m bau erfährt (Tab. I).

Aufgrund dieser Ergebnisse w urde für alle H aup t­
versuche AC für 21 h vorbehandelt mit

NAA 0; 50; 100; 200; 300 mg • T 1
K IN O ; 1; 10; 30; 50 mg • T 1

Tab. I. Adsorption von NAA und KIN aus M S-M akro- 
elem entlösung an AC und Freisetzung der H orm one aus 
der AC in frische horm onfreie M S-M akroelem entlösung.

Hormon K onzentrationen [mg • 1 *]

in der 
Beladungs­
lösung

im Ü berstand  
nach 2 1  h

nach 8  h in
frischem
M edium

NAA 300 2 . 8 1 . 2

2 0 0 1 . 2 0 . 6

1 0 0 0.4 0 . 1  - 0 . 2

KIN 150 1.4 1 . 2

1 0 0 0.7 0 . 6

50 0.3 0 . 2

sowie allen m öglichen K om binationen dieser beiden 
Horm one. Die solcherm aßen vorbehandelte AC 
wurde im K ulturm edium  autoklaviert und diente als 
einzige H orm onquelle für die Zellkultur.

3. Z ellkultur in Gegenwart von A C

4 ml einer 1 Woche alten S tam m kultur (s.o.) w ur­
den in 20 ml horm onfreies M edium mit 0.2 g AC 
(vorbehandelt oder nicht) passagiert und unter den 
genannten Bedingungen für 1 Woche kultiviert. Als 
K ontrollen dienten Ansätze mit horm onhaltigem . 
AC-freiem M edium.

In einigen Experim enten wurde die Menge zuge­
setzter AC a u f  1 g pro 24 ml M edium erhöht, um 
mögliche W achstum shem m ungen zu verstärken.

4. Frisehgew'ichtsbestimmungen

Der Inhalt der K ulturgefäße w urde von der AC 
abdekantiert und für 4 min mit einer W asserstrahl­
pum pe abgenutscht. A uf dem Filter angesam m elte 
Zellen und Aggregate wurden abgeschabt und ge­
wogen.

Für die Erstellung einer W achstumskurve wurde 
alle 2 Tage eine Flasche geerntet und zur Frischge- 
w ichtsbestim m ung verwendet.

5. Proteinbestimmungen

1 g Zellen w urden in der Kälte m it Seesand und
3 ml P-Pufifer (50 mM, pH 6,8) zerm örsert und 
15 min bei 5000 U /m in  abzentrifugiert. 0.2 ml des 
Ü berstandes w urden mit 2 ml Bradford-Reagens [8] 
versetzt und nach 10-20 min bei 595 nm photo- 
m etriert. Die angegebenen Proteinm engen er­
rechnen sich aus einer Eichkurve, die unter Ver­
w endung von R inder-Serum album in gewonnen 
wurde.

6. Zellgrößenbestimmungen

0.5 g Zellen und Zellaggregate w urden mit 6 -8  ml 
eines Gemisches aus 30% H20 2 und Essigsäure 
(1: 1) versetzt und für 2 4 h  bei 6 0°C  inkubiert [9]. 
Die weitgehend m azerierten Aggregate wurden 
durch Aufziehen in eine Injektionsspritze voll­
ständig m azeriert, die Zellängen m ikroskopisch bei 
einer Vergrößerung von lOOfach mit Hilfe eines 
O kularm ikrom eters vermessen.



Tab. II. Frischgewichtszunahme pro Woche. Proteingehalt und Zellgrößen in Abhängigkeit von 
der Vorbehandlung zugesetzter AC (0.8%) mit NAA. Ausgangsaewicht 0,65 g pro Ansatz; Endge­
wicht bei MS: 6.1 g pro Ansatz. Angegeben Mittelwerte aus 3 Experimenten, in Klammern Stan­
dardabweichungen.
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Medium  
bzw. Zusatz

Frischgewichts- 
zunahme [%]

Proteingehalt
[mg • g ' 1 Frischgew.]

max. Zellänge/ 
häufigste Zellänge 
[um]

MS 100 (-) 1,27 (0.22) 800/150
MS +  AC 72,2(17,2) 0.99 (0,35) 1150/220
M S -H 85.9 (9.5) 0.85 (0.36) 1170/370
MS -  H +  AC

vorbeh. mit
0 mg • 1_1 NAA 68,5(13.9) 0.82(0,15) 1050/270

50 mg • 1_1 NAA 72,3 (5.4) 1.14(0.19) 710/170
100 mg • r 1 NAA 48.5 (13,2) 1,28(0,11) 500/130
200 mg • 1_1 NAA 35,3 (5,6) 1.47 (0,18) 390/110
300 mg • r 1 NAA 29.3 (8.0) 2,06 (0.56) 390/110

MS =  Vollmedium mit Hormomen (s. Methodik, Abs. 1). 
MS -  H =  Medium ohne Hormone.

Ergebnisse

1. Wachstum der Zellkultur

Die v e rw en de te  Z e l lku ltu r  von N. tabaeum w ächst 
u n te r  de n  a n g eg eben en  B edingungen  mit e iner 
G enera t io nsze i t  von ca. 35 h w äh ren d  der  log-Phase. 
Bei w öch en tl iche r  Passage steigt das A usgangsge­
wicht 8 -1 0 fa c h  an. In d e r  nach  8 -1 0  T agen  e in ­
se tzenden  s ta t ionären  Phase  füllen die Z ellen  das 
K u l tu rm e d iu m  volls tändig  aus. die  K u ltu r  verfestigt 
sich. Sie bes teh t aus  E inzelzellen bzw. Z e llaggrega­
ten u n d  weist ausschließlich  m er is tem atische  und  
p a ren ch y m atisch e  Ze ll typen  a u f  W eite rgehende  
Ze lld iffe renz ie rungen  w u rd e n  nie beobachte t .

2. Kultur der Zellen in Gegenwart von A C

Z u sa tz  von  u n b e h a n d e l te r  AC (0,8%) zum  
k o m ple t ten  M S -M edium  bew irk t eine R ed u k tio n  
des e rre ich ten  Frischgewichts. Zugleich  w ird  de r  
P ro te in g eh a l t /F r ischg ew ich t  reduziert ,  un d  die 
Z ellen  w e rd en  verlängert  (Tab. II). W erd en  in 
e inem  h o rm o n fre ie n  M ed ium  die H o rm o n e  d urch  
Z u g a b e  versch ieden  v o rb e h a n d e l te r  AC angebo ten ,  
zeigen die  Z ellen  ein abw eich end es  Verhalten:

Je h ö h e r  d ie  ü b e r  AC ang eb o te n e  N A A -K onzen- 
t ra tion  ist, desto  geringer  ist das  in 1 W oche  e r­
reichte  Frischgew ich t d e r  Zellen. Bei e iner  Ver­
w e n d u n g  von AC, die m it d e r  ho hen  K onzen tra t io n  
von 300 m g - l - 1  N A A  v o rb eh an d e l t  w urde , wird 
schließlich n u r  noch ein Drit tel des Frischgewichts 
d e r  K on tro l len  e rh a l ten  (Tab. II), en tsp rech end  dem

V erhalten  von S ta n d a rd k u l tu re n  bei ü b e ro p t im a le r  
A u x in k o n zen tra t io n  [10]. Z ugle ich  n e h m e n  mit z u ­
n e h m e n d e r  N A A -K o n ze n tra t io n  in d e r  AC die  max. 
Zellänge  u n d  die  häufigste  Z e llän ge  ab. d e r  P ro te in ­
g eh a l t /F r ischg ew ich t  steigt bis a u f  das D o p pe lte  an 
(Tab. II). Z u sa tz  von  AC, d ie  mit 50 m g • 1_1 N A A  
v o rb eh an d e l t  w urde ,  füh r t  im H inblick  a u f  d u rc h ­
schnitt liche Z e llg rö ße  u n d  P ro te in g eh a l t /F r is ch g e ­
wicht die W erte  d e r  K on tro l le  (kom ple t tes  MS- 
M edium ) w iede r  ein. die  F r i schgew ich tszunahm e 
pro W oche wird dagegen  d u rch  die  verw end e ten  
vorbeladenen ACs nicht norm alis ier t .

U n te rsch ied liche  V o rb e h a n d lu n g  d e r  eingesetzten 
AC mit K IN  b ee in f lu ß t  die  h ier  u n te rsu ch ten  P a ra ­
m eter  d e r  Z e llk u ltu r  nicht, d a  die  verw en de te  K u l­
tu r  n u r  e inen  geringen  C y to k in in b e d a r f  hat. D ah e r

Tab. III. Frischgewichtszunahm e/W oche Kultur in MS- 
Vollmedium bei Zusatz von 4% AC mit unterschiedlicher 
Vorbehandlung. Ausgangsgewicht: 0.58 g pro Ansatz; End­
gewicht in M& 5,5 g pro Ansatz. Angegeben Mittelwerte 
aus 3 - 6  Experimenten, in Klammern Standardabwei­
chung.

Medium bzw. Zusatz Frischgewichts­
zunahme [%]

MS
MS +  AC. unbehandelt 
MS +  AC, vorbehandelt mit 

0 mg • r 1 N A A /30 mg • 
50 mg • 1_1 N A A /30 mg • 

300 mg • r 1 N A A /30 mg • 
50 mg • 1_1 N A A /30 mg •

r 1 k i n  
r 1 k i n  
r 1 k i n
r 1 K IN/VIT

100 (-)  
7,7 (7,5)

1.6 ( 1,8) 
53.4(21,6) 
22.4(15,0) 
58.3(16,8)
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w urd en  D a ten  für E x p e r im en te  m it u n te r sch ie d ­
lichen C y to k in in k o n zen t ra t io n e n  n ich t gegeben. 
Wird die A C -M en ge  im M ed iu m  von 0,8 a u f  4% 
erhöht ,  vers tärkt sich die H e m m u n g  d e r  F rischge­
w ich tszunahm e e rheb lich  (vgl. Tab. II u nd  III). 
Diese H e m m u n g  k a n n  d u rch  Z u sa tz  d e r  als günstig  
erkann ten ,  mit 50 m g • 1_1 N A A  b e la d e n e n  AC zum  
Teil w iederau fg eho ben  w e rd en  (Tab. III). B e ladung  
der  AC mit h ö h e ren  N A A -K o n z e n tra t io n e n  o de r  
V itam inen wirkt sich n ich t zusätzlich positiv aus; 
ebenso wird durch  Z usa tz  von  K IN  alle in  -  wie im 
E xp er im en t  mit 0,8% A C  -  das  W achs tum  d e r  
K u ltu r  nicht norm alis ie r t  (Tab. III).

Diskussion

Zusatz  von 0,8% A C  zu e iner  w a ch sen d e n  Z e llk u l­
tu r  von N. tabacum r eduz ie r t  die Frischgew ich tszu ­
n ahm e. Diese R ed u k tio n  vers tä rk t  sich m it s te igen­
de r  M enge zugesetz ter  A C  u n d  ist in te rp re t ie rb a r  als 
Folge de r  A dsorp t ion  d e r  P h y to h o rm o n e  des M e­
dium s an  die AC. A rg u m en te  für diese D e u tu n g  
liefert die in d e r  E in le i tung  g e n a n n te  L itera tur .  Die 
R eduk tion  de r  F r isch gew ich tszun ahm e  w ird  beg le i­
tet von einer Ste igerung  de r  Z e l lg röß e  un d  e iner  
A b n ah m e  des Pro te ingeha l tes  d e r  Zellen , be ides  
S y m ptom e de r  Z ellseneszenz [11].

D er Einfluß von A C a u f  die u n te r su c h te n  K u l tu r ­
p a ram e te r  k an n  durch  V o rb e h a n d lu n g  de r  AC m it 
geeigneten P h y to h o rm o n k o n z e n t ra t io n e n  rü c k ­
gängig gem ach t w erd en :  Bei V e rw en d u n g  geringer  
A C -M engen  (0,8%) ist die  N o rm a l is ie ru n g  bei b e ­
st im m ten  K o n z en tra t io n en  h ins ichtlich  P ro te ing e ­
halt un d  Zellg röße  vollständig, w ä h re n d  die F risch ­
gew ich tszunahm e reduz ie r t  b le ib t  (Tab. II). Bei 
V erw endung h ö h e re r  A C -K o n z e n t ra t io n e n  (4%, 
stärkere W a c h s tu m sh e m m u n g )  w ird  auch  die 
Frischgew ich tszunahm e d u rc h  H o rm o n b e la d u n g  
de r  AC teilweise norm alis ie r t  (Tab. III). M öglicher­
weise b e ruh t  die ve rb le ib en d e  H e m m u n g  a u f  d em  
Entzug  von K on d it io n ie run gsfak to ren .

F ür  die P ro d u k t io n  von S ek undärs to ffen  in 
F lüssigkeitskulturen ist ehe r  d e r  physio log ische  Z u ­
stand de r  Zellen  (h ie r  G rö ß e  u n d  Pro te in geh a l t  als

Beispiel) aussch laggebend  als eine hohe  Z u w a c h s ­
rate. D esha lb  liefert die V orb e lad un g  des A dso rben s  
mit P h y to h o rm o n e n  die V orausse tzungen, das  V er­
fahren de r  A dsorbensku ltu r ,  welches für eine hor-  
m o n a u to tro p h e  T u m o rk u l tu r  entwickelt w u rd e  [4], 
auch a u f  h o rm o nb edü rf t ig e  S u spens ionsku l tu ren  
auszudehnen .

D a rü b e r  h inau s  bietet sich a llgem ein  A C  als 
Reservoir für P h y toh o rm o ne  (ode r  evtl. w eitere  
Substanzen) in Suspens ionsku ltu ren  an: W ird das 
M edium  für eine Z e llku l tu r  in ko nv en tio ne l le r  
Weise hergestellt,  ist die K onzen tra t io n  d e r  a n g e b o ­
tenen  H o rm o n e  ausschließlich für den  Passagezeit­
p un k t  bekan n t .  Inn e rha lb  von w enigen S tu n d e n  
setzt in de r  K u ltu r  eine rasche M etabo lis ie rung  d e r  
H o rm o n e  ein: G lykosid ie rung  von 2.4 D  [12] u n d  
A k k um ula t io n  in de r  Vakuole [13], K on jug a tion  von
2.4 D  mit A m ino säu ren  [14] sowie D eca rb o xy lie run g  
von IAA [15] sind n u r  einige Beispiele. D er  ak tue l le  
H o rm o n g eh a l t  des M edium s ist zu je d e m  sp ä te ren  
Z e itp un k t  w ed er  b e k a n n t  noch konstan t.  V erw en ­
d u n g  p h y to h o rm o n b e la d e n e r  AC in so lchen K u l­
tu ren  k a n n  ü b e r  längere K ultu rze iten  h inw eg für ein 
g le ichm äßigeres  A ngebo t an  H o rm o n e n  sorgen, d a  
alle an  AC a d so rb ie rb a ren  Stoffe sich zwischen d e r  
AC und  dem  u m g e b e n d e n  M ed ium  nach  e inem  
G leichgewicht verteilen [16]. A n zus treben  ist für die 
E rre ichung  des beschr iebenen  Ziels d e r  h o r m o n ­
k onstan ten  M edien  die V erw en du ng  weiterer, m e h r  
für die H o rm o n e  spezifischer A dso rb en t ien  an  Stelle 
von AC.

D er Vergleich von Tab. I mit Tabn. 11 + III be legt 
d a rü b e r  h inaus ,  d aß  die für ein rasches W ach s tum  
no tw end igen  H o rm o n k o n z en t ra t io n en  de r  flüssigen 
M edienphase  bei kon s tan te r  N ach lie fe rung  aus  de r  
AC wesentlich geringer sein k ö n n en  als bei d i rek te r  
E inw aage  ins M edium .

Die ak tuelle  N A A -K o nze n tra t ion  im M ed iu m  
beträg t z. B. bei V erw endung  e iner  mit 300 m g  • 1_1 

vo rbe lad enen  AC 1,2 mg • 1_1 (Tab. I). was etwa d e r  
A usgangskonzen tra tion  in d e r  kohlefre ien  K on tro l le  
entspricht. In d e r  A dso rb ensku l tu r  ist diese K o n z e n ­
tration  je d o c h  schon weit ü b e rop t im a l  (Tabn. II 
-h III).
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